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Povzetek 
Skupino vitaminov B kompleksa uvrščamo med vodotopne vitamine, ki se v telesu ne 
skladiščijo in jih moramo pridobiti s hrano na dnevni ravni. V telesu sodelujejo pri 
številnih procesih, kot pri rasti in razvoju, obnovi dednega materiala, pretvarjajo zaužita 
hranila v energijo in vplivajo na razpoloženje.  
Namen magistrske naloge je bil razviti analizni postopek za HPLC-UV, ki omogoča 
zaznavo devetih vitaminov B kompleksa hkrati v prehranskih dopolnilih ter analizni 
postopek validirati po ICH smernicah. Cilj je bil razviti postopek za pripravo vzorcev, ki so 
v trdni farmacevtski obliki in imajo podaljšano sproščanje. Ter s testom vsebnosti in 
enakomernost preveriti, kako se realne vsebnosti razlikuje glede na deklarirane vrednosti 
vitaminov B kompleksa v štirih prehranskih dopolnilih. Pri testu sproščanja, ki smo ga 
izvajali po Evropski farmakopeji z aparaturo 1 s košaricami, je bil cilj ugotoviti, ali imajo 
prehranska dopolnila res podaljšano sproščanje, kakor se lahko sklepa iz priloženih 
podatkov.  
Celotni eksperimentalni del naloge je potekal v skladu z dobro proizvodnjo prakso ter 
sledil vsem smernicam, ki so zahtevane. Analizni postopek smo razvijali na različnih 
HPLC kolonah ter spreminjali kromatografske pogoje (pretok, temp. kolone, avtomatskega 
vzorčevalnika, volumen injiciranja, mobilne faze). Izvedli smo validacijo analiznega 
postopka na naslednjih validacijskih parametrih: linearnost, robustnost, specifičnost, meja 
zaznave, meja določitve, ponovljivost in stabilnost standardov. Tablete smo raztapljali v 
različnih topilih pri različnih pogojih ter iskali najbolj optimalno pripravo vzorcev. Izvedli 
smo test vsebnosti in enakomernosti v 6 paralelah. Pri testu sproščanja smo test izvajali 24 
h na 6 paralelah in spremljali hitrost sproščanja posameznega vitamina v določenih 
časovnih točkah. Razviti analizni postopek nam omogoča detekcijo devetih vitaminov B 
kompleksa v 30 minutah. Potrdili smo validacijske parametre, ki so ustrezali postavljenim 
kriterijem. Rezultati testa vsebnosti v veliki večini ustrezajo predpisanim kriterijem.  
V vseh vzorcih smo zaznali vse vitamine, ki imajo navedeno vrednost. Pri testu sproščanja 
nismo v nobenem izdelku zaznali biotina zaradi prenizkih koncentracij.  
Rezultati so pokazali, da testirane tablete nimajo podaljšanega sproščanja glede na 
predpisan kriterij po Ameriški farmakopeji. 
Ključne besede: HPLC-UV, razvoj analiznega postopka, vitamini B kompleksa, 
vrednotenje vsebnosti, test sproščanja, prehranska dopolnila, dobra proizvodna praksa  
IV 
 
Abstract 
A group of vitamin B is classified as water-soluble vitamins that are not stored in the body 
and must be obtained with food on a daily basis. They participate in a number of processes 
in the human body, eg: growth and development, restoration of hereditary material, 
conversion of nutrients into energy, they also affect a person's mood. They can be added 
with food supplements.  
The purpose of the master's thesis was to develop an analytical procedure based on HPLC-
UV, which enables detection of nine B complex vitamins in dietary supplements at the 
same time. We performed the validation of the analytical procedure by validating the 
following validation parameters: linearity, robustness, selectivity, limit of detection, limit 
of quantification and stability. We also developed a procedure for preparing samples that 
are in solid pharmaceutical form. The validated analytical procedure was used on four 
dietary supplements to test the content and uniformity of the vitamin B complex content. 
We also carried out a European Pharmacopoeia release test with an apparatus 1 with 
baskets. The purpose of the release test was to determine whether the supplements had a 
real prolonged release, as can be deduced from the data of their wrappings. 
The analytical procedure we have developed allows us to do this within 30 minutes. We 
confirmed that our analytical procedure is suitable for the evaluation of B complex 
vitamins in samples. The results of the content test in the vast majority correspond to the 
prescribed criteria. We detected all the vitamins that have the declared value in all the 
samples. In the release test, no biotin was detected in any product due to its low 
concentrations. The results showed that the tested tablets do not have retard release 
according to the prescribed USP criterion. 
The whole experimental part has been conducted in accordance with the good 
manufacturing practice. 
 
Keywords: HPLC-UV, methof development, B-complex vitamins, evaluation, release test, 
dietary supplements, good manufacturing practice (GMP) 
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Uporabljeni simboli in kratice 
 
ACN – acetonitril 
AP – analizni postopek 
ATP –adenozin-5'-trifosfat 
B1 – tiamin 
B12 CN – cianokobalamin 
B12 M – metilkobalamin 
B2 – riboflavin 
B3 – niacin/niacinamid 
B5 – pantotenska kislina 
B6 – piridoksin 
B7 – biotin 
B9 – folna kislina 
DNK – deoksiribonukleinska kislina 
DPV – dodatno prečiščena voda 
EMA – Evropska agencija za zdravila 
GABA – γ –aminobutanojska kislina 
GIF – intrinzični faktor (glikoprotein) 
GMP – dobra proizvodna praksa 
HPLC – MS – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z masnim spektrometrom 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPLC – UV – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z UV detektorjem 
ICH – mednarodna konferenca o harmonizaciji 
JAZMP – Javna agencija za zdravila in medicinske pripomočke 
konc. – koncentracija 
LOD – meja zaznave 
LOQ – meja določitve 
M – molekulska masa 
MeOH – metanol 
NAD – nikotinamid adenin dinukleotid 
NADP – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
PDV/RDA – priporočen dnevni odmerek 
R2 – determinacijski koeficient 
RPM – obrati na minuto 
RSD – relativni standardni odklon 
VI 
 
RT – retencijski čas 
SD – standardni odklon 
TEA – trietilamin 
TFA – trifluoro ocetna kislina 
THF – tetrahidrofolat 
UL – dopustni zgornji vnos 
USP – Ameriška farmakopeja 
ZZDR – 2 –zakon o zdravilih 
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1 UVOD 
1.1 VITAMINI B KOMPLEKSA 
Vitamini B oz. vitamini B kompleksa (skupaj z vitaminom C) spadajo v skupino 
vitaminov, ki so topni v vodi. Skupina združuje strukturno in funkcionalno zelo različne 
spojine, ki izkazujejo bistvene lastnosti za normalne celične funkcije, rast in razvoj. 
Značilnost vodotopnih vitaminov je, da jih telo ne skladišči, ampak jih izloča z urinom, kar 
pomeni, da se višek zaužitih vitaminov dnevno izloča in da jih moramo uživati na dnevni 
ravni. Pomanjkanje vitaminov lahko vodi v različne klinične indikacije. Zadostne 
koncentracije vitaminov v krvi imajo pozitiven učinek na zdravje. Ljudje ne moremo 
sintetizirati vodotopnih vitaminov (izjema je niacin - vitamin B3), zato jih moramo 
pridobiti s prehrano, pri čemer sodelujejo kot kofaktorji v različnih metabolnih poteh. V 
celotni zgodovini človeštva je naše telo te vitamine dobilo le s hrano, v zadnjih letih pa 
narašča uporaba vitaminskih dodatkov v različnih oblikah in odmerkih ter razmerjih med 
posameznimi vitamini [1]. 
Razlikujemo med priporočenim dnevnim vnosom (PDV/RDA), priporočenim zgornjim 
mejnim odmerkom ali dopustni zgornji meji vnosa (UL) (ang: tolerable upper intake level) 
[2].  
Priporočeni dnevni vnos opisuje priporočen dnevni vnos določenega hranila. Priporočen 
zgornji mejni odmerek opisuje najvišje dovoljene odmerke, ki so določeni na podlagi 
kinetike in metabolizma ter predstavljajo 2-3-kratni RDA vitaminov oz. mineralov. 
Dopustni zgornji mejni vnos predstavlja najvišjo količino celotnega kroničnega dnevnega 
vnosa vitaminov in mineralov iz vseh virov, ki malo verjetno predstavlja tveganje za 
zdravje ljudi. Meje še niso postavljene za vse vitamine in minerale in se razlikujejo med 
državami. Pri visokih dnevnih vnosih vitaminov B1, B2, B7, B5, B12 so ugotovili, da 
načeloma ni pričakovati tveganj za zdravje ljudi [3-5]. V prilogi 1 so v preglednici XV so 
prikazane vrednosti RDA, priporočeni zgornji mejni odmerki in UL ter hrana, ki je lahko 
vir vitaminov B kompleksa. 
V naslednjem poglavju sledi opis vitaminov B kompleksa in njihove glavne lastnosti. 
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1.1.1 Tiamin - vitamin B1 
 
Vitamin B1 ali tiamin (slika 1), kemijska formula C12H17N4OS, je vodotopen, občutljiv na 
toploto, svetlobo in je higroskopen [6]. Poznamo ga v več oblikah: tiaminijev monofosfat, 
tiaminijev difosfat, tiaminijev trifosfat, tiaminijev mononitrat, tiaminijev klorid. 
Komercialno dostopni obliki, ki se uporabljata v farmacevtskih izdelkih in živilih, sta 
tiaminijev klorid in tiaminijev mononitrat [7]. 
Biosinteza tiamina poteka pri bakterijah, protozojih, rastlinah in glivah. Človek ga dobi s 
hrano, za aktivno obliko se mora fosforilizirati v celicah, kjer nastane tiaminijev pirofosfat. 
Zelo pomembno vlogo ima pri metabolizmu ogljikovih hidratov, pri normalnih celičnih 
funkcijah, delovanju živčnega sistema, pri zmanjševanju celičnega oksidativnega stresa. 
Vpliva na encime, ki sodelujejo v presnovi, kjer se glukoza spreminja v energijo (nastaja 
adenozin-5'-trifosfat (ATP), glikoliza in Krebsov cikel [1].  
Pomanjkanje vitamina B1 se lahko izraža v obliki bolezni, ki jo imenujemo beriberi. 
Bolezen je še vedno problem tako v državah v razvoju (Afrika, JV Azija), saj je zaradi 
slabše kvalitete hrane vnos tiamina prenizek, kot tudi v zahodnem svetu, kjer je glavni 
vzrok kronični alkoholizem (oslabljena jetra), bolezen pa je lahko prisotna tudi pri bolnikih 
s sladkorno boleznijo, celiakiji, bolezni ledvic, HIV. Na pomanjkanje tiamina lahko 
vplivajo tudi polifenolne spojine, ki jih najdemo v kavi in čaju, saj inaktivirajo fosforilacijo 
tiamina v celicah [7]. 
 
Slika 1: Struktura tiamina (levo) in riboflavina (desno) 
1.1.2 Riboflavin – vitamin B2 
Vitamin B2 ali riboflavin (slika 1) ima kemijsko formulo C17H20N4O6, je vodotopen, zelo 
občutljiv na svetlobo, značilno rumeno barvo mu daje flavinski obroč. Majhna količina 
riboflavina je v naravi prisotna kot prosti riboflavin, druge pojavne oblike so riboflavin-5-
fosfat oz. flavin mononukleotid in flavin adenozin dinukleotid. Ima vlogo kofaktorja v 
encimskih reakcijah presnove ogljikovih hidratov, aminokislin in lipidov. Pomemben je pri 
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elektronski transportni verigi pri celičnem dihanju, sodeluje tudi pri pretvorbi vitamina B9 
in vitamina B6 v njuni aktivni koencimski obliki. Nujen je za razvoj živčevja pri plodu in 
otrocih, skupaj s vitaminom A vpliva tudi na vid [7]. 
Absorpcija poteka v tankem črevesju z aktivnim transportom [8]. Pomanjkanje riboflavina 
se običajno pojavi skupaj s pomanjkanjem drugih vodotopnih vitaminov, predvsem z B3, 
B6 in B9, simptomi so pogosto medsebojno povezani ali pa so posledica nepravilnega 
delovanja presnovnih sistemov. Značilni simptomi pomanjkanja so razpoke na vogalih ust, 
vnet rdeč jezik, vneto grlo pekoče, srbeče in na svetlobo občutljive oči, raztresenost, 
nespečnost, izpadanje las, seborični dermatitis, spremembe na koži, afte, mikrocitna 
anemija 1. Pomanjkanje vpliva na sposobnost absorpcije železa iz hrane, značilno je 
predvsem za dežele, kjer je hrana tradicionalno siromašna ali pri zdravstvenih težavah, kot 
na primer pri bolnikih z vnetim črevesjem ali pri kroničnih alkoholikih [7]. 
1.1.3 Niacin, niacinamid – vitamin B3 
Vitamin B3 ali niacin ali nikotinamid ali niacinamid (slika 2) je obstojen na svetlobi, 
nehigroskopen, stabilen pri nizkem pH-ju in na kisiku. C6H5O2N (niacin), kemijsko je 
3-piridinkarboksilna kislina, druga oblika C6H5ON2 (nikotinamid) je amid piridin  
3-karboksilne kisline. Obe obliki sta prekurzorja za NAD+ (nikotinamid adenin 
dinukleotid) in NADP (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat). NAD+ se pretvori v NADP 
s fosforilacijo ob prisotnosti encima NAD+ kinaza. Obe obliki sta koencima za mnoge 
dehidrogenaze, ki sodelujejo v različnih procesih, kjer se oksidirajo substrati s prenosom 
protonov in elektronov in pri tvorbi energije v mitohondrijih. NAD je pomemben pri 
katabolizmu maščob, ogljikovih hidratov, beljakovin in alkohola, kot tudi za signalizacijo 
celic in popravljanje deoksiribonukleinske kisline (DNK), NADP je prisoten predvsem pri 
anabolnih reakcijah, kot sta sintezi maščobnih kislin in holesterola [1].  
Vitamin B3 je pomemben pri tvorjenju spolnih hormonov in je nujen za zdrav živčni 
sistem in možgane. Pri velik odmerkih ima učinek zniževanja lipidov in se zato uporablja 
pri zdravljenju hiperholesterolemije in za preprečevanje ateroskleroze [9]. Raziskave so 
pokazale, da dodajanje niacina zmanjša vsebnost holesterola in trigliceridov v krvi [9].  
Čeprav imata niacin in nikotinamid enako funkcijo, ko sta v vlogi vitamina (obe obliki sta 
koencima za različne procese), nimata enakih farmakoloških učinkov, nikotinamid ne zniža 
vsebnosti lipidov v krvi [10].  
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Pomanjkanje vodi do pelagre, bolezen, za katero je značilno vnetje sluznice, luščenje kože, 
razpokana in pigmentirana koža, na delih kjer je le-ta izpostavljena svetlobi, driska in 
nevrološke motnje. Prvi vir niacina je prehrana s triptofanom (aminokislina), ki se nato 
pretvori v niacin. B3 je tudi edini primer v človeškem telesu, da vodotopni vitamin nastaja 
endogeno, s pomočjo encimskih reakcij, vitamina D3 in vitamina B6 [7]. 
 
Slika 2: Struktura niacina (levo) in niacinamida (desno) 
1.1.4 Pantotenska kislina – vitamin B5 
Vitamin B5 ali pantotenska kislina (slika 3), občutljiva je na zelo nizek pH, bazičen pH, 
vlago, sol in segrevanje, ima kemijsko formulo C9H17NO5, je amid med pantojsko kislino 
(pantoic acid) in beta-alaninom (aminokislina). V naravi je večinoma vezana v koencimu 
A, v prosti obliki je zelo redko. V farmacevtskih izdelkih vitamin B5 večinoma najdemo v 
obliki kalcijevega pantotenata, saj ima veliko boljšo stabilnost kot ostale oblike [1]. 
V telesu je nujno potrebna za petstopenjsko sintezo koencima A, kjer je poleg B5 potreben 
še cistein in 4 molekule ATP ter za sintezo acil nosilnega proteina, ki je pomemben v 
biosintezi maščobnih kislin. B5 je ključen pri normalnem razvoju celic, rasti in pri razvoju 
osrednjega živčevja, regeneraciji tkiv, nujen je za pravilno delovanje nadledvične žleze, 
tako da posledično znižuje stres, preprečuje vnetja in spodbuja razgradnjo maščob. Ima 
vlogo pri pretvorbi maščob (β-oksidacija) in sladkorjev (glikoliza) v energijo, presnovi 
etanola in aminokislin. Posledice pomanjkanja so bolezni živčevja, nespečnost, slabši 
imunski sistem, slabost, občutek pekočih stopal [1].  
Ne poroča se o znatnem pomanjkanju vitamina pri ljudeh, razen pri tistih, ki so resno 
podhranjeni [9].  
 
Slika 3: Struktura pantotenske kisline (levo) in piridoksina (desno) 
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1.1.5 Piridoksin – vitamin B6 
Vitamin B6 (piridoksin) (slika 3) je skupno ime za več kemijsko strukturno podobnih 
spojin. Vitamin B6 ali piridoksin s formulo C8H11NO3, ki je le ena izmed različnih 
kemijskih oblik vitamina B6, je občutljiv na svetlobo in bazičen pH. V naravi ga najdemo 
v več oblikah piridoksin (alkohol), piridoksal (aldehid), piridoksamin (amin) in njegov  
5-fosfatni ester. V prehranskih dopolnilih najdemo vitamin B6 v obliki piridoksina. Telo ga 
potrebuje za tvorbo: protiteles in eritrocitov, cisteina, za pravilno absorpcijo vitamina B12, 
za presnovo beljakovin in glikogena. Piridoksin deluje kot koencim pri številnih 
metabolnih reakcijah, ki vključujejo presnovo ogljikovih hidratov, beljakov in lipidov. 
Biološko najbolj aktivni obliki vitamina sta piridoksal-5-fosfat in piridoksamin-5-fosfat, ki 
sta zelo pomembni pri sintezi proteinov. Sodeluje tudi v metabolizmu triptofana v niacin, 
pri sintezi GABA, ki je inhibitorni živčni prenašalec v centralnem živčevju. Potrjeno je, da 
sodeluje v vsaj 140 encimskih reakcijah v telesu [7]. 
Pomanjkanje vitamina B6 povzroči številne neželene učinke, kot so nevrološke motnje in 
anemija, zaspanost, zmedenost. Pomanjkanje se pojavi pri kroničnem alkoholizmu, 
sladkorni bolezni tipa 1, HIV, bolezni jeter, pri nosečnicah, starostnikih, ledvičnih bolnikih 
[9].  
1.1.6 Biotin – vitamin B7 
Vitamin B7 ali biotin (slika 4), nekateri ga označujejo tudi kot vitamin H ali koencim R. 
Njegova kemijska formula je C10H16N2O3S. Stabilen je v prisotnosti toplote, svetlobe in 
kisika. Problem predstavlja občutljivost žvepla za oksidacijo. V naravi obstaja samo v eni 
aktivni obliki, izomeri niso bili odkriti [1]. Sodeluje kot kofaktor pri številnih metabolnih 
reakcijah, vključno z biosintezo maščobnih kislin, glukoneogenezo in pri katabolizmu 
nekaterih aminokislin in maščobnih kislin. Pomanjkanje vodi do dermatitisa, alopecije, 
kognitivnih in nevroloških motenj, pomanjkanje v nosečnosti je lahko zelo škodljivo za 
plod [9]. Pomanjkanje je redko, problem se lahko pojavi pri uživanju surovih jajc, saj le-ta 
vsebujejo avidin, ki veže biotin, ta se potem ne more absorbirati v krvni obtok [11]. 
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Slika 4: Struktura biotina (levo) in folne kisline (desno) 
1.1.7 Folna kislina – vitamin B9 
Vitamin B9 ali folna kislina (slika 4) je zelo termolabilna, fotolabina in občutljiva na 
oksidacijo, ima kemijsko formulo C19H19N7O6. V industriji je pogostejša oblika vitamina 
B9 folna kislina, ker je bolj stabilna, v naravi jo najdemo tudi v obliki folata. V telesu ima 
vitamin B9 aktivno vlogo šele, ko se pretvori v tetrahidrofolat (THF), le-ta nastane v jetrih 
pri redukciji dihidrofolata [1]. Sodeluje pri sintezi nukleotidov za DNK, posledično pri 
delitvi celic, pri popravljanju DNK. Pri pomanjkanju vitamina B9 lahko pride do težav pri 
celični delitvi, posebej pri eritrocitih, kar ima za posledico nezrele eritrocite, težave se 
pojavijo tudi pri nosečnicah, kjer lahko pomanjkanje B9 vodi v okvare nevralne cevi pri 
plodu [9]. 
1.1.8 x-kobalamin – vitamin B12 
 
Slika 5: Struktura vitamina B12 
Vitamin B12 ali x-kobalamin (slika 5), ima vgrajen kobalt, v naravi ga sintetizirajo skoraj 
izključno bakterije. Najdemo ga v fermentiranih izdelkih ali v živilih živalskega izvora. 
Kemijska formula cianokobalamina je C63H88CON14O14P. Vitamin B12 ima 
najkompleksnejšo sestavo izmed vseh vitaminov B kompleksa. Ime vitamin B12 se 
uporablja za vse biološko aktivne oblike pri človeku. Obstajajo štiri oblike, pri 
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cianokobalaminu (B12 CN) je β-položaj atoma kobalta zaseden s ciano-ligandom (B12 
CN). Lahko pa je β-položaj atoma kobalta zaseden z OH- in se tvori hidroksikobalamin 
(OHCbl) oz. vitamin B12 z deoksidenozilom, da se tvori adenozilkobalamin (AdoCbl) oz. 
koencim B12, ali z metilno skupino, da se tvori metilkobalamin (B12 M). Aktivni obliki v 
človeškem telesu sta metilkobalamin in adenozilkobalamin [7]. 
Vitamin B12 je v amorfni obliki higroskopičen in veže do 12 % mase vode, topen je v 
polarnih topilih. B12 CN ima boljšo stabilnost kot OHCbl ali B12 M, a se v naravi B12 CN 
ne pojavlja. B12 CN ni občutljiv na oksidacijo, zato ga največkrat uporabljamo v živilski 
in farmacevtski industriji. Kristalizirane oblike vitamina B12 so stabilne, kadar so 
zaščitene pred svetlobo [7]. 
Absorbcija vitamina B12 je zelo težavna (nepopolna), saj zahteva kislinsko hidrolizo v 
želodcu in encime. Do absorpcije pride, če se vitamin B12 veže na GIF (intrinzični faktor-
glikoproteini), ki ga izločajo želodčne parietalne celice. Intrinzični faktor se v želodcu veže 
na B12 in nastane kompleks IF – B12. GIF je za absorbcijo vitamina B12 nujen v 
nadaljevanju prebavnega trakta (ileumu). Po absorpciji se vitamin B12 prenaša s proteini, 
pri čemer je za vezavo B12 nujno potreben Ca2+ [12]. 
Vitamin B12 je edini vodotopni vitamin, ki se reasborbira s pomočjo enterohepatične 
cirkulacije [12], kar pomeni, da kroži med portalnim venskim obtokom (iz prebavil v 
jetra), se izloča z žolčem v lumen zgornji del tankega črevesja in se v spodnjem delu zoper 
reabsorbira v portalno kri [13].  
Pomanjkanje vitamina B12 se lahko izraža v perniciozni anemiji, ki se pojavi, ko začnejo 
parietalne celice želodčne sluznice propadati, to ima za posledico pomanjkanje 
intrinzičnega faktorja in s tem slabšo absorpcijo vitamina B12. Učinki pomanjkanja 
vitamina B12 so hemataloške, nevrološke in gastrointestinalne narave, vključujejo 
megablastno anemijo, utrujenost, slabo kapaciteto pljuč (zadihanost). Sočasno 
pomanjkanje folata in vitamina B12 povzroča megaloblastne spremembe rdečih krvničk, ki 
so posledica motene sinteze DNK, saj pomanjkanje upočasnjuje delitev in povečan 
volumen krvnih celic [7]. 
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1.2 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI 
– HPLC 
 
Slika 6: Sistem HPLC [prirejeno po 14] 
Kromatografija je separacijska metoda, kjer se komponente vzorca ločujejo na osnovi 
različnih mehanizmov, ki so pogojeni z izbiro stacionarne in mobilne faze. Sistem za 
tekočinsko kromatografijo (slika 6) ima pet osnovnih elementov: rezervoar mobilne faze, 
črpalko, avtomatski vzorčevalnik z injektorjem, kolono in detektor za vrednotenje 
ločenih komponent. Vse skupaj nadzira računalniški sistem s programsko opremo, kjer 
se nato podatki vrednotijo [15].  
Rezervoar je običajno nad sistemom, običajno je steklen, inerten, čist, zaprt sistem. Pred 
uporabo je priporočljivo mobilno fazo prefiltirtati in razpliniti, da se na detektorju ne 
pojavlja prevelik šum. Črpalka mora zagotavljati konstantne in ponovljive pretoke, za 
gradientno analizo pa potrebujemo črpalko, ki zagotovi spreminjanje in mešanje sestave 
mobilne faze tekom analize vzorca na kromatografski koloni. Injektor zagotavlja vnos 
vzorca v kolono, le-ta se mora nanesti naenkrat in ne sme vplivati na stacionarno fazo. 
Avtomatski vzorčevalnik vzorce samodejno injicirana po vnaprej nastavljenem zaporedju 
vzorcev, hladi ali greje vzorce, lahko tudi izpira injektor, običajno je volumen injiciranja 
od 5 do 100 μL pri HPLC sistemih. Za injektorjem je nameščena kolona, kjer poteka 
ločevanje komponent v vzorcu, zaradi preprečevanja širitve kromatografskih vrhov mora 
biti razdalja med injektorjem in začetkom separacijske kolone čim krajša [15]. 
Delovanje kolone opisujemo s parametroma: učinkovitost in selektivnost. Učinkovitost 
opredeljuje fizikalne lastnosti kolone, selektivnost pa opisuje kemijske in  
fizikalno-kemijske lastnosti kolone, predvsem uspešnost ločevanja komponent izbrane 
kombinacije mobilne in stacionarne faze. Molekule vzorca se v koloni premikajo le z 
mobilno fazo, zato je njihova hitrost enaka ali manjša od hitrosti mobilne faze. Molekule 
vzorca se pri prehodu skozi kolono določen čas zadržujejo v mobilni fazi in določen čas v 
stacionarni fazi. Zadrževanje v posameznih fazah je posledica različnih kemijskih in 
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fizikalnih interakcij in povzroči ločbo komponent na koloni. Separacija temelji na razlikah 
termodinamskih lastnosti topljencev. Topljenci, ki imajo večjo afiniteto do mobilne faze, 
potujejo hitreje in zato pridejo iz kolone hitreje kot topljenci, ki se zadržujejo v stacionarni 
fazi. Močnejše so sile med molekulami topljenca in molekulami v stacionarni fazi, 
počasneje se topljenec eluira [15]. 
 
Rezultat pridobimo na kromatogramu, kjer je koncentracija komponent vzorca zapisana 
kot funkcija absorpcije svetlobe (mAU) in časa (retencijski čas). Kromatogram poda 
informacijo o sestavi vzorca (vrhovi), količini posamezne komponente v vzorcu (površina 
posameznega vrha), kvaliteti kolone (gibanje bazne linije, širina kromatografskih vrhov, 
meja določitve, simetrija kromatografskih vrhov, ponovljivost kromatografije v daljšem 
časovnem obdobju itd.). Mobilna faza ne sme vplivati na lastnosti kolone, hkrati pa mora 
raztapljati vzorec, biti kompatibilna z detektorjem in imeti nizko viskoznost. Glavni cilj 
tekočinske kromatografije je nedvoumna ločitev kromatografskih vrhov (različnih 
komponent) v preiskovanem vzorcu [15].  
 
Detekcija vitaminov B kompleksa v izdelkih je težavna, saj skupina obsega zelo različne 
kemijske strukture, težava je tudi nestabilnost nekaterih vitaminov in zelo kompleksa 
sestava izdelkov (prehranskih dopolnil) na trgu. Dodatna težava se je pojavi, ker se 
količine enakih vitaminov v izdelkih močno razlikujejo med seboj [16]. 
 
Za analizo vodotopnih vitaminov se največkrat uporablja tekočinska kromatografija 
(HPLC) z UV detekcijo, saj so ti vitamini topni v vodnih medijih in imajo UV absorpcijo 
(kromofor). Lahko se uporabi tudi HPLC sistem masnim spektrometrom, ki ima večjo 
specifičnost in občutljivost. S takimi lastnostmi dobimo najboljše rezultate pri tekočinski 
kromatografiji, kjer so topila in mobilne faze v večini vodni mediji [17]. 
 
Če se uporablja HPLC z izokratskim analiznim postopkom (AP) običajno ločimo izdelke, 
v katerih so zmesi do treh vitaminov. Za kompleksnejše izdelke, ki vsebujejo več 
vitaminov, je treba uporabiti analizne postopke z gradientom mobilnih faz. Največkrat se 
uporabljajo reverznofazne stacionarne faze, v nekaterih primerih tudi ionsko-izmejevalne 
ali normalno fazne stacionarne faze [17]. 
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Tudi večina HPLC analiznih postopkov ali aplikacij, ki jih najdemo v literaturi, je 
namenjenih analizi različnega števila vitaminov B kompleksa. Po pregledu aplikacij smo 
ugotovili, da v vsaki analizni metodi manjka eden ali več vitaminov. Mobilno fazo 
največkrat sestavljata fosfatni pufer s kislim pH-jem in organsko topilo, največkrat je to 
acetonitril in/ali metanol. HPLC kolone se razlikujejo glede na analizni postopek, 
največkrat so uporabljene Luna C18(2), Synergi Hydro – RP, Hypersil C18, Kinetex Polar 
C18 [18,19]. 
1.3 VALIDACIJA in VALIDACIJSKI PARAMETRI 
Validacija AP je dokumentiran postopek dokazovanja v skladu z dobro proizvodno prakso 
(GMP), da AP daje rezultate, ki ustrezajo postavljenim merilom kakovosti [16]. Analizni 
postopek se zapiše v strukturiran dokument pred začetkom validacije. 
V farmacevtski industriji v kontroli kakovosti morajo biti vsi analitski postopki validirani, 
saj se s tem zagotavlja primernost postopka za uporabo analize na farmacevtskih vzorcih, 
ki se bodo sprostili na trg. Z validacijo je zagotovljeno, da analiza daje ustrezno pravilne in 
ponovljive rezultate. Validacije se izvajajo v skladu z ICH (Mednarodna konferenca o 
harmonizaciji) smernicami [20]. 
V laboratoriju GMP je sosledje dogodkov med validacijo vnaprej določeno. Najprej se 
pripravi validacijski protokol, v katerem so opisani vsi preizkusi, ki jih je treba izvesti. 
Določijo se kriteriji za vrednotenje rezultatov in predpišejo validacijski parametri. Ko je 
validacijski protokol podpisan od strani naročnika (sponzorja) validacije kot tistega, ki bo 
validacijo izvajal (izvajalec / podizvajalec), se lahko začne laboratorijski del validacije, 
kjer izvedemo vse analize, ki so zapisane v validacijskem protokolu. Ko imamo vse 
rezultate, je le-te treba računalniško obdelati (integracija kromatogramov), in jih računsko 
ovrednotiti (statistične metode). Potem sledi priprava končnega validacijskega poročila. 
Validacijsko poročilo vsebuje vse podatke, ki so bili pridobljeni v laboratorijskem delu, in 
izračune, ki iz tega izhajajo. Ko izvajalec validacije izda validacijsko poročilo, je validacija 
zaključena. Če rezultati ne ustrezajo postavljenim ciljem validacije, se zabeleži, da s tem 
analiznim postopkom ne dosegamo kriterijev in se AP vrne ponovno v razvoj/razvojni 
oddelek [20]. 
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V eksperimentalnem delu bomo analizni postopek validarali v skladu z ICH smernicami, 
preverili bomo naslednje parametre: linearnost, mejo zaznave, mejo določitve, natančnost 
sistema, robustnost, specifičnost in stabilnost standarda [20]. 
 LINEARNOST  
Linearnost je po ICH smernicah definirana kot sposobnost (na določenem 
koncentracijskem območju) pridobivanja rezultatov, ki so neposredno ali z definiranimi 
matematičnimi pretvorbami sorazmerni s koncentracijo analita v vzorcu. Dokazujemo jo 
na preizkusni spojini, tako da redčimo osnovno raztopino. Določamo jo na celotnem 
območju od 1 % - 150 % koncentracije osnovnega vzorca. Osnovni vzorec je tisti, ki ima 
ciljno 100 % koncentracijo, največkrat je to tista koncentracija standarda ali mešanica več 
standardov, ki ustreza koncentraciji spojine ali večih spojin v vzorcu. Odziv mora biti 
neposredno sorazmeren s koncentracijo analita. Rezultat je regresijska premica, ki 
predstavlja razmerje med koncentracijo vzorca in njegovega odziva [20]. 
 
 MEJA ZAZNAVE 
Meja zaznave je določitev najmanjše možne koncentracije analita v vzorcu, ki ga je možno 
zaznati. Meja zaznave je rezultat injicirane spojine in je 2-3 krat višja kot raven šuma. 
Določi se jo lahko tudi z vizualnim vrednotenjem z analizo vzorca znane koncentracije in 
redčenjem na najnižjo koncentracijo, ki jo je še mogoče zaznati [20]. 
 
 MEJA DOLOČITVE 
Meja določitve je določitev najmanjše koncentracije analita v vzorcu, ki jo je možno 
količinsko določiti z ustrezno natančnostjo. Določi se z analizo vzorca znane koncentracije 
in redčenjem na najnižjo koncentracijo, kjer lahko še vedno natančno določimo 
koncentracijo analita v vzorcu [20]. 
 
 NATANČNOST SISTEMA 
o Natančnost analitske metode se izraža kot sipanje rezultatov analize po večkratnem 
vzorčenju istega homogenega vzorca pod predpisanimi pogoji. Upoštevamo jo 
lahko pri: ponovljivosti pod enakimi pogoji delovanja v kratkem časovnem 
intervalu (znotraj enega dneva), 
o vmesni natančnosti, ki opisuje natančnost v istem laboratoriju oz. razlike glede na 
različne opreme, analitike, dneva …, 
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o ponovljivosti med laboratoriji – izvaja se pri prenosih analiznih metod med 
laboratoriji [20]. 
 
 ROBUSTNOST 
Robustnost je sposobnost analizne metode, da kljub majhnim spremembam ostanejo 
rezultati znotraj okvirja. Metoda HPLC, ki je robustna, nam zagotavlja zanesljivost 
postopka med analizo. Spreminjajo se lahko različni parametri, kot so: temperatura kolone, 
volumen injiciranja, pretok, pH mobilne faze. Običajno se robustnost metode določi med 
razvojem analitske metode [20]. 
 
 SPECIFIČNOST 
Specifičnost je po ICH definirana kot stopnja analitske metode, do katere ta metoda lahko 
še vedno kvantitativno določi tarčno komponento v prisotnosti drugih komponent. Cilj je, 
da se kvantitativno določi in razlikuje odziv tarčnih komponent z vsemi ostalimi 
komponentami, ki bi lahko motilespecifičnost v standardu. Pripravi se testna raztopina, ki 
vsebuje tarčne komponente. Dobljen rezultat se primerja z analitom (referenčno spojino) 
znane vrednosti/koncentracije [20]. Če se snema standard, ki vsebuje več vitaminov, se ti 
lahko primerjajo z raztopinami čistih vitaminov. 
 
 STABILNOST 
Spojine lahko razpadejo že med pripravo raztopin vzorcev, shranjevanjem pripravljenih 
vzorcev v viali (v avtomatskem vzorčevalniku, hladilniku ali zamrzovalniku, na sobni 
temperaturi, na svetlobi), zato je treba pri razvoju metode raziskati stabilnost vzorcev in 
referenčnih spojin pri različnih pogojih. Test stabilnosti je zelo pomemben za oceno 
časovnega intervala priprave raztopin vzorcev in njihove analize na sistemu HPLC. 
Preizkus je treba izvajati v realnih pogojih shranjevanja vzorcev (svetloba, temperatura), ki 
se lahko pojavijo pri transportu, njihovem skladiščenju in pri analizi le teh, ker je stabilnost 
zdravilne učinkovine odvisna od pogojev shranjevanja, kemijskih lastnosti pomožnih 
snovi, ki so v zdravilu in stabilnosti celotne farmacevtske oblike v primarni ovojnini. Po 
končanem času shranjevanja se stabilnost preizkuša s primerjavo rezultatov glede na sveže 
pripravljene raztopine z enako koncentracijo. Referenčnim spojinam in vzorcem je treba 
določiti vsaj šesturno stabilnost pri sobni temperaturi [20]. 
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1.4 SISTEM DOBRE PROIZVODNE PRAKSE – GMP 
Zakon o zdravilih (ZZDR-2) navaja: ''Dobra proizvodna praksa je sistem kakovosti, ki 
zagotavlja dosledno proizvodnjo in kontrolo zdravil in učinkovin v skladu s standardi 
kakovosti, ustreznimi za njihovo predvideno uporabo v skladu z načeli in smernicami, ki 
jih sprejme in objavi Evropska komisija'' [3].  
GMP mora biti uveden, kar pomeni, da je kakovost vgrajena v končni izdelek. Zajeti 
morajo biti vsi delovni procesi, da je izdelek na koncu kakovosten. V procesu morajo biti 
aktivno udeleženi vsi zaposleni tako vodstvo kot tudi osebje v laboratoriju, v farmacevtski 
industriji je zaželeno, da se med sabo povezujejo različni odseki. Dejavniki, ki vplivajo na 
kakovost proizvoda, so: osebje, postopki, oprema, prostori, okolje (relativna vlaga, 
temperatura), materiali za ovojnino, surovine … [21]. 
Vsi proizvodni procesi morajo biti jasno definirani, kritične faze procesov je treba tudi 
validirati. Laboratorij GMP mora imeti vzpostavljen sistem kakovosti, ki ga vodi za ta 
namen kvalificirana oseba in mora delovati neodvisno od proizvodnje ali neodvisno od 
naročnika analize (sponzorja) – naročnik ne sme vplivati na analizo ali rezultate. GMP 
laboratorij mora omogočati logičen pretok materialov in ljudi, imeti primeren delovni 
prostor ter opremo, ki mora biti razporejena logično. Vse površine morajo biti gladke, brez 
razpok, brez ostrih robov ali mrtvih kotov in se morajo enostavno čistiti. Zrak v GMP 
okolju mora biti primerno filtriran in čist. V vseh prostorih se spremlja temperatura in 
relativna vlaga, ki se jo shranjuje in arhivira [22]. 
Vsa oprema, ki se uporablja v laboratoriju GMP, mora biti validirana in kvalificirana s 
strani neodvisnih izvajalcev. Vsa oprema, kot so tehtnice, pH metri, se vsakodnevno 
kalibrirajo, vse meritve se shranjuje v zato namenjene dnevnike kalibracij inštrumentov. 
Vse aktivnosti so dokumentirane, arhivirane in jih je treba nadzirati. Vsaka aktivnost mora 
v sistemu pustiti sled in dokaz, da se je nekaj res naredilo/analiziralo. Če gre pri analizi kaj 
narobe in pride do odstopanj, je to treba v celoti zapisati in raziskati vzroke ter jih odpraviti 
[24]. 
Preden gredo končni izdelki na trg, morajo vsebovati predpisane količine zdravilnih 
učinkovin, ki so bile predhodno določene in na podlagi tega imajo zdravila tudi dovoljenja 
za promet. Laboratorij GMP ali laboratorij kakovosti analizira končne izdelke in preverja 
ali ustrezajo specifikaciji. Preden se končni izdelek ali analizni izvid pošlje na trg oz. 
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naročniku analize, je treba pregledati vso spremljajočo dokumentacijo, ki mora biti urejena 
in ne sme omogočati popravljanja [23].  
Pogoj za dovoljenje za promet z zdravili v Sloveniji dobijo tisti proizvajalci, ki imajo 
potrdilo, da so zdravila izdelana v okolju GMP. V Sloveniji to področje pokriva Zakon o 
zdravilih [3] in Direktiva EU 2003/94/ES [22].  
1.5 ZAKONODAJA: ZDRAVILA in PREHRANSKA DOPOLNILA 
 
V RS področje zdravil ureja ZZDR-2, ki je bil sprejet leta 2014. Zakon navaja: ''Da je 
zdravilo vsaka snov ali kombinacija snovi, ki so predstavljene z lastnostmi za zdravljenje 
ali preprečevanje bolezni pri ljudeh. Za zdravilo velja tudi vsaka snov ali kombinacija 
snovi, ki se lahko uporablja pri ljudeh z namenom določitve diagnoze ali da bi se ponovno 
vzpostavile, izboljšale ali spremenile fiziološke funkcije preko farmakološkega, 
imunološkega ali presnovnega delovanja'' [3]. 
Zdravilo lahko gre na trg in se uporablja takrat, ko proizvajalec dobi dovoljenje za promet. 
V Sloveniji je pristojni organ za razvrščanje izdelkov, kjer se pojavi dvom, v katero 
skupino bi spadal izdelek, Javna agencija Republike Slovenije za zdravila in medicinske 
pripomočke (JAZMP), ki tudi zagotavlja kakovost, varnost in učinkovitost zdravila [3]. Če 
se zdravilo registrira pri Evropski agenciji za zdravila (EMA), se uporablja centraliziran 
postopek registracije. V uporabi so še postopek z medsebojnim priznavanjem, 
decentraliziran postopek registracij zdravil in nacionalni postopek. [24]. Poznamo zdravila 
na recept in zdravila brez receptov. Razlika je v tem, da prva zdravila lahko dobimo samo z 
receptom, ki ga napiše zdravnik, druga zdravila pa so namenjena samozdravljenju blažjih, 
lahko prepoznavnih bolezni, kjer ne potrebujemo posveta z zdravnikom. Obe skupini imata 
dovoljenje za promet z zdravili, kar potrošniku daje zagotovilo, da je učinek znanstveno 
potrjen, da so bile izvedene študije (klinične študije ali bioekvivalenčne študije) [25]. 
Prehranska dopolnila v Sloveniji ureja Pravilnik o prehranskih dopolnilih, ki velja od 20. 
avgusta 2013 [26]. V EU to področje ni harmonizirano, ureja se preko direktiv in 
nacionalnih predpisov. Ureja jo Direktiva 2002/46/ES (z vsemi spremembami) [27] in 
Uredba 2011/1161/ES (z vsemi spremembami) [28] in 2006/1924/ES (z vsemi 
spremembami in dopolnitvami) [29]. 
Prehranska dopolnila so v pravilniku definirana ''Kot živila, katerih namen je dopolnjevati 
običajno prehrano'' [26]. V njih so koncentrirani viri posameznih hranil ali kombiniranih 
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hranil. Za prehranska dopolnila velja krovna živilska zakonodaja (in ne zakon za zdravila), 
le-ta določa, da morajo biti vsa prehranska dopolnila, ki so na trgu varna za uživanje [30]. 
Na trg jih lahko dajo le nosilci živilske dejavnosti, ki imajo svojo dejavnost ustrezno 
registrirano pri pristojnih organih, v Sloveniji je to Zdravstveni inšpektorat RS [26]. 
Pravilnik navaja za prehranska dopolnila: ''Na trgu so lahko prisotna le kot predpakirana 
živila in so v obliki kapsul, pastil, tablet, v vrečkah s praškom, v ampulah s tekočino, v 
kapalnih stekleničkah in drugih oblikah, ki so oblikovane tako, da se jih lahko uživa v 
odmerjenih majhnih količinskih enotah''. Vsebujejo lahko minerale, vitamine, 
aminokisline, maščobne kisline, vlaknine, rastline, mikroorganizme in druge snovi, ki 
imajo hranilni ali fiziološki učinek, pod pogojem, da je varnost v prehrani ljudi znanstveno 
utemeljena [26].  
Nobenemu prehranskemu dopolnilu, ki je na trgu, se ne sme pripisovati zdravilnih učinkov 
ali jih kakorkoli drugače predstavljati kot zdravilo. Na ovojnini prehranskih dopolnil so 
dovoljene odobrene zdravstvene trditve, ki so na seznamu dovoljenih zdravstvenih trditev 
na živilih. Prepovedane pa so vse medicinske in terapevtske trditve. Pri razvrstitvi izdelka 
med zdravila ali prehranska dopolnila se upošteva sestava in namembnost izdelka [26]. 
Pristojne službe tudi opozarjajo ''da so glavne razlike med prehranskimi dopolnili in 
zdravili predvsem glede namena uporabe ter dokazane učinkovitosti za zdravljenje bolezni 
in bolezenskih stanj.'' Izdelki, ki vsebujejo visoke odmerke vitaminov in mineralov, so 
lahko tvegani za zdravje, zato se takšne izdelke praviloma razvršča med zdravila [31].  
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2 NAMEN DELA 
Cilj magistrske naloge bo razviti in validirati analizni postopek za določitev vitaminov B 
kompleksa na HPLC sistemu. Cilj bo razviti HPLC-UV postopek, kjer bomo zaznali vse 
vitamine B kompleksa (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12) ter zaznati in ločiti tudi dve 
obliki vitamina B12: cianokobalamin in metilkobalamin. Metodo za določanje vitaminov B 
kompleksa bomo nato preverili na prehranskih dopolnilih s podaljšanim sproščanjem, ki so 
naprodaj na slovenskem trgu, pri čemer bomo izvajali test enakomernost vsebnosti ter test 
sproščanja. Raziskovalni del naloge bomo izvedli v sodelovanju s Kemijskim inštitutom – 
CVTA, zato se bomo osredotočili na to, da bodo postopki potekali pod okriljem 
laboratorija GMP in sledili zahtevam pravil GMP. Ker se spojine, ki spadajo med vitamine 
B kompleksa zelo različne po kemijskih in fizikalnih lastnostih, je zaznava in določitev 
vsebnost vseh vitaminov ob istem času oz. z isto metodo HPLC precej otežena. 
V prvi fazi bomo razvili metodo HPLC in jo validirali po ICH smernicah, ki bo omogočala 
sočasno zaznavo vseh 9 vitaminov B kompleksa. Pri tem bomo preverjali validacijske 
parametre: specifičnost, linearnost, mejo zaznave in določitve, natančnost, stabilnost in 
robustnost. V drugi fazi bomo razvili postopek priprave vzorcev za analizo enakomernosti 
vsebnosti, ki imajo farmacevtsko obliko tablet in se oglašujejo, da imajo podaljšano 
sproščanje vitaminov, pri čemer se bomo posebej osredotočili na zaznavo vitamina B12. V 
tretji fazi bomo izvajali test sproščanja z namenom preverjanja resničnosti teze, da imajo 
izbrana prehranska dopolnila podaljšano sproščanje. Celotna validacija in vrednotenje 
vzorcev se bo izvajalo v temi oz. pod Na–lučmi. 
Na osnovi vseh dobljenih podatkov in rezultatov bomo ugotovili vsebnost vitaminov B 
kompleksa v naših vzorcih. Izmerjene količine vitaminov bomo primerjali z navedenimi 
vrednostmi na ovojnini prehranskega dopolnila, pri čemer bomo upoštevali navedeno 
kemijsko obliko vitamina. Ugotavljali bomo, ali dobljeni rezultati ustrezajo priporočenim 
dnevnim odmerkom vitaminov B kompleksa, kako se količine posameznih vitaminov 
razlikujejo med vzorci in preverjali, ali imajo testirane tablete podaljšano sproščanje. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti 
 DPV, dodatno prečiščena voda = MilliQ voda (Kemijski inštitut, Ljubljana) 
 CH3CN, Acetonitril, ACN, Honeywell, Nemčija 
 CH3OH, Metanol, MeOH, Honeywell, Nemčija 
 CF3CO2H, Trifluoro ocetna kislina (TFA), Merck, Nemčija 
 H3PO4, Fosforjeva (V) kislina, Merck, Nemčija 
 KH2PO4, Kalijev hidrogenfosfat, Merck, Nemčija 
 C6H12NaO3S, Natrijev heksan-1-sulfonat (Hexane-1-sulfonic acid sodium salt), 
Merck, Nemčija  
 C6H15N, Trietilamin (TEA), Merck, Nemčija 
 NaH2PO4, Natrijev hidrogenfosfat, Merck, Nemčija 
 HCl, Klorovodikova kislina, Merck, Nemčija 
 NaOH, Natrijev hidroksid, Merck, Nemčija 
 NAH2PO4*2H2O, Natrijev hidrogenfosfat, Merck, Nemčija 
 Na3PO4*12H2O, Trinatrijev fosfat, Honeywell, Nemčija 
3.1.2 Referenčne spojine 
 BIOTIN, čist: 98,5 %, lot: LRAB6597, uporabno do: december 2022,  
shranjevanje: sobna temperatura, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 CIANOKOBALAMIN, čist: 99,3 %, lot: LRAB2381, uporabno do: december 
2021, shranjevanje: hladilnik 2 °C – 8 °C, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 FOLNA KISILINA, čist: 98,8 %, lot: LRAB7352, uporabno do: december 2022,  
shranjevanje: sobna temperatura, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 METILKOBALAMIN – vitamin B12 analog, čist: 97 %, lot: MKCD3477,  
uporabno do: junij 2023, shranjevanje: zamrzovalnik, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 NIKOTINAMID, čist: 99,9 %, lot: LRAA7702, uporabno do: december 2019, 
shranjevanje: sobna temperatura, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 KALCIJEV D-PANTOTENAT, čist: 99,1 %, lot: LRAB3618, uporabno do: 
december 2021, shranjevanje: hladilnik 2 °C – 8 °C, Sigma-Aldrich, Nemčija 
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 PIRIDOKSINIJEV KLORID čist: 99,91 %, lot: LRAB3720, uporabno do: 
december 2022, shranjevanje: sobna temperatura, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 RIBOFLAVIN, čist: 97,99 %, lot: LRAB2930, uporabno do: december 2021, 
shranjevanje: hladilnik 2 °C – 8 °C, Sigma-Aldrich, Nemčija 
 TIAMINIJEV KLORID, čist: 99,6 %, lot: LRAB2930, uporabno do: december 
2021, shranjevanje: hladilnik 2 °C – 8 °C , Sigma-Aldrich, Nemčija 
3.1.3 Vzorci 
 A: B complex 50, a rilasico graduale, 60 tablet, LongLife, Italija, lot: LU33B, 
uporabno do: 05/2020 
 B: MEGA B-100, 60 tablet, Nature's Plus, ZDA, lot: 1321085, 
uporabno do: 09/2021 
 C: Jamieson B 100 complex, timed release, 60 tablet, Jamieson, Kanada, 
 lot: (L) 4153039, uporabno do: 09/2020 
 D: FidiVit B retard, podaljšano sproščanje, 40 tablet, Fidimed, Slovenija, 
lot:1108910200, uporabno do: 07/2019 
3.1.4 Materiali in oprema 
 analitska tehtnica XPW205SR/M, AX205/A (Mettler Toledo, Švica) 
 precizna tehtnica PB3002-S/A, (Mettler Toledo, Švica) 
 mikro tehnica XO56/M, (Mettler Toledo, Švica) 
 avtomatske elektronske pipete 5 – 120 µL, 50 - 1000 µL, 100 – 5000 µL (Sartorius 
AG, Nemčija) 
 avtomatska mehanska pipeta 1 - 10 mL (Sartorius AG- Biohit Proline Plus, 
Nemčija) 
 injekcijske brizge za filtriranje, (BD Discardit, ZDA) 
 filtri 0,45 µm za filtriranje vzorcev HPF Millex – HC, PDVF membrana, 
(Millipore, Nemčija) 
 vibracijski mešalnik, Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., ZDA) 
 magnetno mešalo, IKA RCT BASIC (IKA, Nemčija) 
 mlinček za tablete, IKA Mills Tube Mill 100 control (IKA, Nemčija) 
 ultrazvočna kopel (Iskra Pio, Slovenija)  
 sistem za filtriranje mobilnih faz (Merck, Nemčija) 
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 filtri z velikostjo por 0,45 µm za filtriraje mobilnih faz (Millipore, Nemčija) 
 pH meter – Sevenmulti (Mettler Toledo, Švica) 
 kolona LUNA C18 (2) 150 × 4,6 mm, 3 μm (Phenomenex, ZDA) 
 kolona SYNERGI HYDRO – RP, 250 ×4,6 mm, 4 μm (Phenomenex, ZDA) 
 kolona XBRIDGE SHIELD RP18, 150 × 4,6 mm, 3 μm (Waters Corporation, 
ZDA) 
 kolona LUNA C18 (2), 250 × 4,6 mm, 5 μm (Phenomenex, ZDA) 
 steklovina (čaše, ladjice za tehtanje, merilni valji, merilne bučke, viale, merilne 
bučke) 
 ostalo: spatule, magneti, plastične kapalke, tipsi za avtomatske pipete 
 sistem HPLC Agilent (Agilent Techologies, ZDA), binarna črpalka: 1260 Bin 
Pump, avtomatski vzorčevalnik: 1260 ALS, detektor: 1260 UV or UV-VIS, Diode 
array (detektor z nizom diod) 
 sistem za sproščanje, Agilent (Agilent Techologies, ZDA): VARIAN VK 7025  
 sistem za sproščanje, Agilent (Agilent Techologies, ZDA): VARIAN 705 DS 
 programska oprema: Agilent OpenLAb CDS EzChrom (Agilent Techologies, 
ZDA) 
 programska oprema za statistično obdelavo podatkov: Excel 2016 (Windows) 
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3.2 RAZVOJ ANALIZNE METODE 
 
Izbrali smo analizno metodo HPLC – UV z eksternim standardom, saj so vitamini  
B kompleksa topni v vodnih medijih in imajo UV absorpcijo. Sistema s plinsko 
kromatografijo nismo izbrali, ker vitamini B kompleksa niso hlapni, so termolabilni in 
netopni v organskih toplih. Pri tankoplastnih kromatografskih metodah pa bi imeli 
prenizko specifičnost in občutljivost pri določanju vitaminov. Po končanem razvoju 
analitskega postopka se ta zapiše v strukturiran dokument (priloga 2).  
V preglednici I so prikazani kromatografski pogoji analiznih postopkov 1, 2 in 3. 
Preglednica I: Seznam analiznih postopkov, ki smo jih razvijali med razvojem metode za analizo vitaminov 
B kompleksa 
AP 1 2 3 
Kolona LUNA C18(2), 1 
50 × 4,6 mm, 3 μm 
SYNERGI HYDRO – RP, 
250 × 4,6 mm, 4 μm 
XBRIDGE SHIELD 
RP18, 150 × 4,6 mm, 3 
μm 
Volumen injiciranja 10 µL 10 µL 30 μL 
Pretok mobilne faza 0,55 mL/min 1,5 mL/min 0,7 mL/min 
Temp. kolone 30 °C 40 °C, 45 °C, 50 °C 30 °C 
Temp. vzorčevalnika 5 °C 5 °C 10 °C 
Čas kromatografije 45 minut 26 minut 35 minut 
Valovne dolžine 
detekcije 
260, 280 nm + 
snemanje spektrov 
205, 275, 280, 351, 362, 
372 nm + snemanje 
spektrov 
205, 275, 280, 362 nm + 
snemanje spektrov 
Mobilna faza  
A 
0,1 % heksan-1-
sulfonat  
0,1 % TFA in 0,01 
% TEA 
 s 5 % MeOH 
20 mM KH2PO4 + 0,0053 
M heksan-1-sulfonat, pH 
3,0 
 
 
0,01 % TFA : Acetonitril  
= 98 : 2 
 
Mobilna faza B 100 % metanol 100 % acetonitril 100 % acetonitril 
Gradient v prilogi 2 v prilogi 2 v prilogi 2 
Topilo 25 mM KH2PO4,  20 mM KH2PO4 0,01 % TFA 
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Priprava referenčnih substanc je potekala enako pri celotnem razvoju analizne metode. 
Priprava se je razlikovala le v izbranem topilu, priprava topil je opisana v poglavjih 3.2.1, 
3.2.2 in 3.2.3. 
3.2.1 Analizni postopek 1 
3.2.1.1 Priprava mobilne faze 
V 1000 mL merilno bučko smo natehtali točno okoli 941,90 mg natrijevega heksan-1-
sulfonata ga raztopili s 5 % metanolom in dopolnili do oznake volumna s 5 % metanolom 
ter dodali 1 mL TFA (trifluoroocetna kislina) in 0,1 mL TEA (trietilamin), zaprli in 
premešali. Mobilno fazo smo prefiltrirali na sistemu za filtriranje mobilnih faz skozi 0,45 
μm membranski filter in odzračili v ultrazvočni kopeli (MF1). 
3.2.1.2 Priprava topila 25 mM KH2PO4 
V 1000 mL merilno bučko smo natehtali točno okoli 3,4 g KH2PO4, raztopili z DPV 
(dodatno prečiščena voda) in dopolnili do oznake volumna z DPV, zaprli in premešali 
(T1). 
3.2.2 Analizni postopek 2 
3.2.2.1 Priprava topila 20 mM KH2PO4 
 V 5000 mL merilno bučko smo natehtali točno okoli 13,6 g KH2PO4, raztopili in razredčili 
do oznake volumna z DPV, zaprli ter premešali (T2). 
3.2.2.2 Priprava mobilne faze 
V 2000 mL merilno bučko smo natehtali točno okoli 2,0 g natrijevega heksan-1-sulfonata 
raztopili s topilom T2 in razredčili do oznake volumna s topilom T2, zaprli ter premešali. 
Nato smo umerili pH na 3,0 ± 0,05 s H3PO4. Raztopino smo prefiltrirali na sistemu za 
filtriranje mobilnih faz skozi 0,45 μm membranski filter in odzračili v ultrazvočni kopeli 
(MF2). 
3.2.3 Analizni postopek 3 
3.2.3.1 Priprava mobilne faze: 0,01 % TFA : Acetonitril = 98 : 2 
V 2000 mL merilno bučko smo dodali 1000 mL DPV, dodali 200 μL TFA in 40 mL 
acetonitrila, premešali in dopolnili do oznake volumna z DPV, zaprli in premešali. 
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Raztopino smo prefiltrirali na sistemu za filtriranje mobilnih faz skozi 0,45 μm 
membranski filter in odzračili v ultrazvočni kopeli (MF3). 
3.2.3.2 Priprava topilo: 0,01 % TFA 
V 2000 mL merilno bučko smo dodali 1000 mL DPV, dodali 200 μL TFA, premešali in 
dopolnili do oznake volumna z DPV, zaprli in premešali (T3). 
3.2.4 Priprava osnovnih raztopin standardov 1 
Pripravili smo osnovne raztopine posameznega standarda 1 s koncentracijo (konc.) 0,5 
mg/mL. V izbrano merilno bučko smo natehtali ustrezno količino standarda (preglednica 
II), dopolnili z izbranim topilom do ¾ in jih imeli 5 minut v ultrazvočni kopeli ter dopolnili 
z izbranim topilom do oznake volumna, zaprli ter premešali. 
Preglednica II: Osnovne raztopine standarda 1 in priprava raztopin za specifičnost 
 Osnovne raztopine 
standardov 1 
Specifičnost 
Vitamin Masa  
[mg] 
Merilna 
bučka 
[mL] 
Konc. 
[mg/mL] 
Volumen 
odpipetiranja 
[mL] 
Merilna 
bučka 
[mg] 
Konc. 
[mg/mL] 
B1 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B2 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B3 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B5 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B6 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B7 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B9 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B12CN 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
B12M 2,5 5 0,50 0,400 20 0,010 
 
Za test specifičnosti metod smo uporabili standarde s koncentracijo 0,01 mg/mL, ki smo 
jih naredili iz osnovnih raztopin standardov 1 (Preglednica II). V 20 mL merilno bučko 
smo odpipetirali 400 µL osnovne raztopine posameznega vitamina standarda, razredčili do 
oznake volumna z izbranim topilom, zaprli ter premešali. Pri testu specifičnosti smo 
določili ustrezne valovne dolžine za detekcijo posameznega vitamina. Test smo izvedli 
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tako, da smo posneli spekter svetlobe od 200-400 nm in gledali, kje je najmanjši šum na 
topilo in dober odziv vrha za posamezni standard vitamina. 
3.2.4.1 Priprava raztopine skupnega standarda 1 (ST1) 
V 20 mL merilno bučko smo odpipetirali 400 µL vsake izmed osnovnih referenčnih 
substanc, navedene v Preglednica II, razredčili do oznake volumna z izbranim topilom, 
zaprli ter premešali (ST1). 
3.2.5 Končni kromatografski pogoji – analizni postopek 4 
V preglednici III so prikazani končni kromatografski pogoji za analizni postopek 4.  
 
Preglednica III: Kromatografski pogoji pri končnem analiznem postopku 4 
ANALIZNI POSTOPEK 4 
Kolona LUNA C18 (2), 250 ×4,6 mm, 5 µm 
Volumen injiciranja 20 µL 
Pretok mobilne faze 0,9 mL/min 
Temperatura kolone 25 °C 
Temperatura vzorčevalnika 20 °C 
Čas kromatografije 30 minut 
Valovne dolžine detekcije [nm] 205, 246, 268, 283, 361  
+ snemanje spektrov 
Mobilna faza A 20 mM NaH2PO4, pH 3,0 
Mobilna faza B metanol : acetonitril = 70 : 30 
Gradient 
Čas (minute) % A % B 
0,00 100 0 
1,00 100 0 
25,00 25 75 
25,60 100 0 
30,00 100 0 
3.2.5.1 Priprava mobilnih faz 
3.2.5.1.1 20 mM NaH2PO4, pH 3,0 
V 2000 mL merilno bučko smo natehtali približno okoli 4,95 g NaH2PO4, raztopili z DPV, 
dodali 520 µL H3PO4 z avtomatsko pipeto in dopolnili z DPV do oznake volumna, zaprli in 
premešali. Raztopini smo pomerili vrednost pH, ki je bila 3,0 ± 0,05. Raztopino smo 
prefiltrirali na sistemu za filtriranje mobilnih faz skozi 0,45 μm membranski filter in 
odzračili v ultrazvočni kopeli (MF4). 
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3.2.5.1.2 20 mM NaH2PO4, pH 2,7 
V 2000 mL merilno bučko smo natehtali približno okoli 4,95 g NaH2PO4, raztopili z DPV 
in dopolnili do oznake volumna z DPV, zaprli in premešali. pH vrednost smo s H3PO4 
umerili na 2,7 ± 0,05. Raztopino smo prefiltrirali na sistemu za filtriranje mobilnih faz čez 
0,45 μm membranski filter in odzračili v ultrazvočni kopeli (MF5). 
3.2.5.1.3 20 mM NaH2PO4, pH 3,3 
V 2000 mL merilno bučko smo natehtali približno okoli 4,95 g NaH2PO4, raztopili z DPV 
in dopolnili do oznake volumna z DPV, zaprli in premešali, pH vrednost smo s H3PO4 
umerili na 3,3 ± 0,05. Raztopino smo prefiltrirali na sistemu za filtriranje mobilnih faz 
skozi 0,45 μm membranski filter in odzračili v ultrazvočni kopeli (MF6). 
3.2.5.1.4 10 M NaOH 
V 100 mL merilno bučko smo natehtali približno okoli 40 g NaOH, raztopili z DPV, 
dopolnili z DPV do oznake volumna, zaprli in dobro premešali. 
3.2.5.2 Priprava topila - 0,08M fosfatni pufer 
V 2000 mL merilno bučko smo natehtali približno okoli 27,6 g NaH2PO4*2H2O, raztopili 
1000 mL DPV in umerili vrednost pH na 7,0 ± 0,05 z 10 M NaOH ter dopolnili do oznake 
volumna z DPV (T4). 
3.2.6 Določitev valovnih dolžin detekcije 
Pri analiznem postopku 4 smo preverili, če so predhodno določene valovne dolžine za 
detekcijo posameznega vitamina ustrezne. Test smo izvedli tako, da smo posneli spekter 
svetlobe od 200-400 nm in gledali, kje je najmanjši šum na topilo in odličen odziv vrha za 
posamezni standard vitamina. 
3.2.7 Razvoj priprave vzorcev 
1. Eno tableto vzorca (A, B, C ali D) smo dali v 200 mL merilno bučko in dodali 100 
% metanol do oznake volumna, dodali magnetno mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic 
grelni plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 RPM (obrati na minuto), 1h. Nato smo 
filtrirali skozi 0,45 µm filter. 
2. Eno tableto vzorca (A, B, C in D) smo dali v 200 mL merilno bučko in dodali 5 % 
metanol do oznake volumna, dodali magnetno mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic grelni 
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plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 RPM, 1 h. Nato smo jih filtrirali čez 0,45 µm 
filter. 
3. V 200 mL merilno bučko smo dodali ¾ volumna 100 % acetonitrila in dodali eno 
tableto vzorca (A, B, C ali D) ter dopolnili do oznake volumna z 100 % acetonitrilom. 
Bučke smo dali na ultrazvočno kopel za 45 min, vsakih 5 min smo vzorce premešali.  
4. V 200 mL merilno bučko, smo dodali ¾ volumna s 100 % metanola in dodali eno 
tableto vzorca (A, B, C ali D) ter dopolnili do oznake volumna z 100 % metanolom. Bučke 
smo dali na ultrazvočno kopel za 45 min. Vsakih 5 minut smo vzorce premešali.  
5. V 200 mL merilno bučko smo dodali ¾ volumna topila T1 in dodali eno tableto 
vzorca (A, B, C ali D) in dopolnili do oznake volumna s topilom T1 ter dodali magnetno 
mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic grelni plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 
RPM, 20 min, nato smo jih predstavili v ultrazvočno kopel za 20 min, kjer smo jih vsakih 5 
min premešali in nato naslednjih 20 min segrevali 37 °C, 1000 RPM, 20 min. Filtrirali smo 
jih čez 0,45 µm filter.  
6. V 200 mL merilno bučko smo dodali ¾ volumna topila T2 in dodali eno tableto 
vzorca (A, B, C ali D) in dopolnili do oznake volumna s topilom T2 ter dodali magnetno 
mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic grelni plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 
RPM, 20 min, nato smo jih prestavili v ultrazvočno kopel za 20 min, kjer smo jih vsakih 5 
min premešali in nato naslednjih 20 min segrevali na IKA RTC basic grelni plošči na 37 
°C, 1000 RPM, 20 min. Filtrirali smo jih čez 0,45 µm filter.  
7. V 200 mL merilno bučko dodali eno tableto vzorca (A, B, C, ali D) in dopolnili do 
oznake volumna z DPV, dodali magnetno mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic grelni 
plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 RPM, 20 min, nato smo jih predstavili v 
ultrazvočno kopel za 20 min, kjer smo jih vsakih 5 min premešali, nato smo jih naslednjih 
20 min segrevali na IKA RTC basic grelni plošči 37 °C, 1000 RPM, 20 min. Filtrirali smo 
jih čez 0,45 µm filter 
8. Eno tableto vzorca (A, B, C ali D) smo dodali v 200 mL merilno bučko in dopolnili 
do oznake volumna s topilom T3, dodali magnetno mešalo in zaprli. Na IKA RTC basic 
grelni plošči smo bučko segrevali na 37 °C, 1000 RPM, 45 min. Vzorce smo nato filtrirali 
čez 0,45 µm filter. 
9. Eno tableto vzorca (A, B, C ali D) smo poskušali zmleti na IKA Mills Tube Mill 
100 control pod različnimi hitrostmi vrtenja (5000, 8000 ali 14000 RPM) in v različnih 
časovnih obdobjih od 5–20 sekund. Nato smo prah kvantitativno prenesli v izbrano 
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merilno bučko in dopolnili do oznake volumna s topilom T4 ali z DPV. Bučke smo imeli v 
ultrazvočni kopeli 15 min, vsakih 5 min smo jih premešali, nato dodali magnetno mešalo in 
jih imeli na magnetnem mešalniku 15 min. Vzorce smo nato filtrirali skozi 0,45 µm filter. 
3.3 VALIDACJA ANALIZNEGA POSTOPKA 4 
 
Pred začetkom validacije smo zapisali analizni postopek v strukturiran dokument po 
smernicah, ki jim sledijo v laboratorijih GMP (priloga 3). 
3.3.1 Priprava osnovnih raztopin 2  
Raztopina skupnega standarda 2 (ST2) je bila uporabljena za test linearnosti. Najprej smo 
pripravili koncentrirane osnovne raztopine standardov 2 (preglednica IV). V izbrano 
merilno bučko smo natehtali ustrezno količino standarda, navedeno v preglednici IV, 
dopolnili s topilom T4 do ¾ volumna in bučke imeli 5 minut v ultrazvočni kopeli. Nato 
smo s topilom T4 bučke dopolnili do oznake volumna, zaprli in premešali. Pripravili smo 
ST2 (L11), kjer smo v 25 mL merilno bučko odpipetirali ustrezno količino predhodno 
pripravljenih koncentriranih raztopin standarda posameznega vitamina, navedenih v 
Preglednica I ter dopolnili s topilom T4 do oznake volumna, zaprli in premešali. Ker so se 
pri razvoju metod pojavile težave s topnostjo referenčnih substanc B2, B7 in B9, smo po 
pregledu literature [32] zmanjšali koncentracije teh treh standardov, saj smo ugotovili, da 
je bila topnost teh standardov pri razvoju prejšnjih analiznih metod presežena.  
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Preglednica IV: Postopek priprave osnovnih raztopin standardov 2 in skupnega standarda ST2 
 Osnovne raztopine 
standardov 2 
Skupni ST2 (L11) 
VITAMIN Masa 
[mg] 
Merilna 
bučka 
[mL] 
Konc. 
[mg/mL] 
Volumen 
odpipetiranja 
[mL] 
Merilna 
bučka 
[mL] 
Konc. 
[mg/mL] 
B1 10,0 10 1,00 0,850  
 
 
25 
0,0340 
B2 7,00 50 0,140 6,070 0,0340 
B3 10,0 10 1,00 0,850 0,0340 
B5 10,0 10 1,00 0,850 0,0340 
B6 10,0 10 1,00 0,850 0,0340 
B7 3,50 25 0,140 0,182 0,0010 
B9 2,40 100 0,024 10,600 0,0100 
B12 CN 5,00 25 0,200 0,100 0,00080 
B12 M 5,00 25 0,200 0,100 0,00080 
 
3.3.1.1 Priprava raztopin za test linearnosti 
Za test linearnosti smo raztopino ST2 (L11) ustrezno redčili, da smo dobili koncentracije v 
želenem razponu. Koncentracije standarda, ki se je uporabil za test linearnosti, so prikazane 
v preglednici V. 
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Preglednica V: Priprava raztopin za test linearnosti 
 Koncentracija skupnega standarda za linearnost [mg/mL] 
Raztopina  B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12CN B12M 
170 % (L11) 0,0340 0,0340 0,0340 0,0340 0,0340 0,00102 0,01020 0,0008000 0,0008000 
150 % (L10) 0,0300 0,0300 0,0300 0,0300 0,0300 0,00090 0,00900 0,0007059 0,0007059 
120 % (L9) 0,0240 0,0240 0,0240 0,0240 0,0240 0,00072 0,00720 0,0005647 0,0005647 
100 % (L8) 0,0200 0,0200 0,0200 0,0200 0,0200 0,00060 0,00600 0,0004706 0,0004706 
80 % (L7) 0,0160 0,0160 0,0160 0,0160 0,0160 0,00048 0,00480 0,0003765 0,0003765 
50 % (L6) 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,00030 0,00300 0,0002353 0,0002353 
20 % (L5) 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,0040 0,00012 0,00120 0,0000941 0,0000941 
10 % (L4) 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,00006 0,00060 0,0000471 0,0000471 
5 % (L3) 0,0010 0,0010 0,0010 0,0010 0,0010 0,00003 0,00030 0,0000235 0,0000235 
2 % (L2) 0,0004 0,0004 0,0004 0,0004 0,0004 0,00001 0,00012 0,0000094 0,0000094 
1 % (L1) 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,00001 0,00006 0,0000047 0,0000047 
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3.3.2 Priprava osnovnih raztopin 3 
Koncentrirane osnovne raztopine standardov 3 smo pripravili, tako da smo natehtali maso 
posameznega standarda v izbrano merilno bučko, navedeno v preglenica VI, dopolnili s 
topilom T4 do ¾ volumna in bučke imeli 5 minut v ultrazvočni kopeli, dopolnili s topilom 
T4 do oznake volumna, zaprli in premešali. Glede na vsebnost vitaminov v vzorcih smo 
določili našo ciljno koncentracijo in se s skupnim standardom (ST3) poskušali čim bolj 
približati vrednostim vitaminov in razmerji med njimi v vseh 4 vzorcih, ki se med sabo 
zelo razlikujejo.  
Preglednica VI: Postopek priprave osnovnih raztopin standardov 3 in priprava skupnega standarda ST3 
 Osnovne raztopine 
standardov 3 
Skupni standard  
ST3 
 
Raztopine za LOQ 
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[m
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L
] 
B1 5,00 25 0,200 2,55 
 
 
 
 
 
 25 
0,020 0,300 
 
 
 
 
500 
0,000120 
B2 
5,00 50 0,100 5,10 0,020 0,600 
0,000120 
 
B3 5,00 25 0,200 2,55 0,020 0,300 0,000120 
B5 5,00 25 0,200 2,55 0,020 0,300 0,000120 
B6 5,00 25 0,200 2,55 0,020 0,300 0,000120 
B7 3,50 25 0,140 0,110 0,0006 0,200 0,000056 
B9 2,40 100 0,024 6,40 0,006 1,22 0,000059 
B12 CN 5,00 25 0,200 0,061 0,00049 0,011 0,0000044 
B12 M 5,00 25 0,200 0,061 0,00049 0,011 0,0000044 
 
3.3.2.1 Priprava skupnega standarda 3 (ST3) 
V 25 mL merilno bučko smo iz koncentriranih raztopin standardov 3 odpipetirali ustrezne 
volumne, dopolnili s topilom T4 do oznake volumna, zaprli in premešali (ST3). Navedeno 
v Preglednica. 
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3.3.2.2 Priprava standardov za test specifičnosti 
Za test specifičnosti smo v izbran volumen merilne bučke odpipetirali določen volumen 
izbrane koncentrirane raztopine posameznega standarda, koncentracije vitamina so bile 
enake kot pri skupnem standardu ST3, navedeno v Preglednica, dopolnili s topilom T4 do 
oznake volumna, zaprli in premešali. 
3.3.2.3 Priprava raztopine LOQ – meja določitve 
Raztopino smo pripravili iz osnovnih raztopin referenčnih substanc 3 tako, da smo v 500 
mL merilno bučko odpipetirali ustrezne volumne, razredčili do oznake volumna s topilom 
T4, zaprli in premešali (QL). Navedeno v Preglednica. 
3.3.2.4 Priprava raztopine LOD – meja zaznave 
V 10 mL merilno bučko smo odpipetirali 8,0 mL raztopine QL, razredčili do oznake 
volumna s topilom T4, zaprli in premešali (DL). 
3.4 PRIPRAVA VZORCEV ZA TEST VSEBNOSTI IN 
ENAKOMERNOST VSEBNOSTI 
Osnova za pripravo vzorcev je bil postopek priprave vzorcev 9, saj se je izkazal za najbolj 
učinkovitega. Ker imajo vsi testirani vzorci (A-D) navedeno podaljšano sproščanje, smo 
jih zmleli na IKA RCT mešalniku pri pogojih 5000 RPM (5 sekund) in delce kvantitativno 
prenesli v izbrano merilno bučko, navedeno v preglednici VI, dopolnili do oznake volumna 
s topilom T4, zaprli in premešali. Nato smo bučke prenesli v ultrazvočno kopel za 20 min, 
na 5 min smo bučke pretresli. Po ultrazvoku smo bučko imeli še na magnetnem mešalu 20 
min, da so se vitamini sprostili iz tablete v največjem možnem obsegu. Zaradi različnih 
sestav tablet in razmerja med vitamini smo vzorce vrednotili na različnih ravneh, navedeno 
v preglenica VI, tako da smo izbran volumen vzorca odpipetirali v izbrano merilno bučko 
in dopolnili s topilom T4 do oznake volumna, zaprli in premešali. Vsak vzorec smo na 
koncu še filtrirali skozi 0,45 µm filter. 
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Preglednica VII: Postopek za pripravo vzorcev pri testu vsebnosti in enakomernost vsebnosti 
Vzorec Bučka 1 [mL] Volumen odpipetiranja 
[mL] 
Bučka 2 
[mL] 
A 100 1,25 10 
B 200 1,00 25 
C 200 1,00 25 
D 50 3,35 10 
0,350 10 
3.5 TEST SPROŠČANJA  
Za določanje sproščanja vitaminov iz testiranih vzorcev (A - D) smo uporabljali aparaturo 
s košarico, aparatura 1 po Ph. Eur. 9th. Ed 2.9.3 in metodo B [33]. Test sproščanja smo 
izvajali 24 ur pri konstantni temperaturi (37 ± 0,5 °C) in konstantni hitrosti vrtenja košaric 
100 obr./min. Volumen medija je bil prvi dve uri 500 mL, imeli smo kisel medij 0,1M 
HCl, (priprava v poglavju 3.5.1.1), nato smo medij v čim krajšem času zamenjali za 
fosfatni pufer pH 6,8 (priprava v poglavju 3.5.1.5), ki je bil predhodno segret na 37 ± 0,5 
°C in test nadaljevali še 22 ur. Odvzemali smo 20 mL vzorca, časovne točke pa so bile: 0, 
2, 3, 5, 7, 9, 24 ur. Vsak odvzeti vzorec smo prefiltrirali skozi HPF Millex – HV filter 0,45 
μm PDVF membrana. Odvzete volumne medija smo nadomeščali s svežim medijem, ki je 
bil segret na temperaturo 37 ± 0,5 °C, tako, da je volumen medija ves čas ostajal 
konstanten in z nespremenjeno temperaturo. Da smo ostali v območju linearnosti, smo 
odvzete vzorce še redčili. Faktor rdečenja pri vzorcu A je bil 1,25 (8 mL/10 mL), pri 
vzorcu B in C 5 (2 mL/10 mL) ter pri vzorcu D 1,43 (7 mL/10 mL). 
3.5.1 Priprava medijev za test sproščanja 
3.5.1.1 Medij 0,1 M HCl  
V 5000 mL merilno bučo smo dodali 2500 mL DPV, odpipetirali 42,5 mL koncentrirane 
HCl in dopolnili z DPV do oznake volumna, zaprli in dobro premešali (M1). 
3.5.1.2 Raztopina 0,2 M Na3PO4 
V 1000 mL merilno bučo smo natehtali približno okoli 76,02 g Na3PO4*12H2O, dopolnili 
z DPV do oznake volumna, zaprli in dobro premešali. 
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3.5.1.3 Raztopina 2 M HCl 
V 1000 mL merilno bučo smo dodali 500 ml DPV, odpipetirali 170 mL koncentrirane HCl 
in dopolnili z DPV do oznake volumna, zaprli in dobro premešali. 
3.5.1.4 Raztopina 2 M NaOH 
V 1000 mL merilno bučo smo natehtali približno okoli 80 g NaOH, raztopili s DPV in 
dopolnili z DPV do oznake, zaprli in dobro premešali. 
3.5.1.5 MEDIJ pH 6,8  
Medij pH 6,8 smo pripravili tako, da smo 0,2 M Na3PO4 in 0,1 M HCl zmešali v razmerju 
1:3 (v/v) in dobro premešali. Pomerili smo vrednost pH in če je bilo treba, smo uravnali pH 
na 6,8 ± 0,05 z 2 M HCl ali 2 M NaOH (M2). 
3.6 PARAMETRI ZA VREDNOTENJE VALIDACIJE 
ANALIZNEGA POSTOPKA 4 
Analizni postopek 4 smo validirali po smernicah ICH za vrednotenje analiznih metod [16]. 
Preverjali smo validacijske parametre: specfičnost, natančnost, robustnost, stabilnost, 
linearnost, mejo zaznave in mejo določitve. Zaradi zelo različnih vzorcev smo validacijo 
opravili le na skupnem standardu (ST2 in ST3). Priprava ST2 in ST3 je opisana v poglavjih 
3.3.1.1 in 3.3.2.1. 
3.6.1 Specifičnost 
Specifičnost HPLC postopka za vitamine B kompleksa smo preverjali z analizo raztopin 
posameznega vitamina standarda, priprava je opisana v poglavju 3.3.2.2. Cilj je bilo 
ugotoviti, ali se kromatografski vrhovi med seboj ustrezno ločijo in primerjati vrhove glede 
na vrhe v skupnem standardu (ST3), če so enaki.  
3.6.2 Ponovljivost 
Ponovljivost smo preverjali tako, da smo skupni standard ST3 injicirali 10-krat. Parameter 
smo izrazili kot RSD, meja sprejemljivosti je RSD ≤ 2 % in RSD ≤ 5 % za vitamin B7. 
Priprava ST3 je opisana v poglavju 3.3.2.1. 
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3.6.3 Robustnost 
Pri testu robustnosti smo spremenili pretok na sistemu HPLC za ± 0,1 mL/min, vrednosti 
pH mobilne faze za ± 0,3 (mobilni fazi MF5 in MF6) in temperaturo kolone za ± 5 °C. Za 
vsak parameter smo skupni standard ST3 injicirali 6-krat, za mejo sprejemljivosti smo 
postavili kriterij RSD ≤ 2 % in RSD ≤ 5 % za vitamina B7 in B9. Priprava ST3 je opisana 
v poglavju 3.3.2.1. 
3.6.4 Stabilnost 
Stabilnost smo vrednotili na standardu ST3, ki smo ga shranjevali v avtomatskem 
vzorčevalniku na 20 °C, v temi. Isti standard smo analizirali ob času 0 h, 24 h in 48 h. Za 
mejo sprejemljivosti smo si postavili kriterij RSD ± 5 % glede na kontrolni standard 
(standard posnet ob času 0). Stabilnost smo ovrednotili z določitvijo relativne razlike med 
površinami kromatografskih vrhov posameznega vitamina ob času 0 (AST 0h) in površino 
kromatografskih vrhov, dobljenih pri določeni časovni točki (AST xh) za vsak posamezen 
vitamin. Izračunana je bila tudi povprečna relativna razlika. Priprava ST3 je opisana v 
poglavju 3.3.2.1. Rezultate smo izračunali s pomočjo enačbe 1. 
 𝐬𝐭𝐚𝐛𝐢𝐥𝐧𝐨𝐬𝐭 𝐬𝐭𝐚𝐧𝐝𝐚𝐫𝐝𝐚 =
((𝑨𝑺𝑻 𝒙𝒉−𝑨𝑺𝑻 𝟎𝒉)∗𝟏𝟎𝟎)
𝑨𝑺𝑻 𝟎𝒉
 
Enačba 1: Izračun stabilnosti pri standardu ST3 
3.6.5 Linearnost 
Linearnost analizne metode smo vrednotili na raztopini skupnega standarda (ST2) v 
razponu od 1 % do 170 % koncentracije vitaminov, ki so navedene v poglavju 3.3.1.1, 
glede na osnovni skupni standard (ST2). Z metodo najmanjših kvadrantov smo izrisali 
umeritvene premice za posamezni vitamin in določili determinacijske koeficiente (R2). Za 
mejo sprejemljivosti je bil kriterij R2  ≥ 0,999. Linearnost smo izvajali v 3 paralelkah. 
3.6.6 Meja zaznave in meja določitve 
Mejo zaznave (LOD) smo določili s pomočjo vizualnega vrednotenja na najnižjo možno 
koncentracijo, ki smo jo še zaznali, in kjer je bilo razmerje med odzivom in šumom (S/N) 
≥ 8. Mejo določitve (LOQ) smo ugotovili z določitvijo najmanjše koncentracije 
posameznega vitamina, pri kateri še vedno natančno določimo njeno koncentracijo in je 
S/N ≥ 10. Standard smo 6-krat injicirali in določiti RSD. Meja določitve LOQ je S/N ≥ 10 
in RSD ≤ 2 %. Priprava raztopin je opisana v poglavju 3.3.2.3 in 3.3.2.4. 
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3.7 VREDNOTENJE VSEBNOSTI IN ENAKOMERNOSTI 
VSEBNOSTI 
Priprava vzorcev za vrednotenje vsebnosti je opisana v poglavju 3.4. Vrednotili smo 
ponovljivost priprave oz. enakomernosti vsebnosti pri vzorcih A–D, test smo izvajali na 6 
paralelah pri vsakem vzorcu A–D. Glede na povprečno maso posameznega vzorca, 
deklarirano vsebnost vitamina, koncentracijo standarda in odziv standarda in posameznega 
vitamina smo izračunali vsebnost posameznega vitamina v posameznem vzorcu. 
Upoštevali smo tudi razmerje molekulske mase [M] standarda, ki smo ga uporabili in 
molekulske mase [M] kemijske oblike vitamina, ki ga je testiran izdelek vseboval glede na 
deklaracijo. Najprej smo izračunali vsebnost vitaminov (za vseh 6 paralel posameznega 
izdelka) glede na deklarirano vrednost ter rezultat podali kot povprečje 6 vrednosti in kot 
SD (standardni odklon). USP 30 (Ameriška farmakopeja) navaja mejo vsebnosti med 90 % 
in 150 % deklarirane vrednosti [34]. Nato smo % vsebnosti glede na deklarirano vrednost 
preračunali še v maso [mg] posameznega vitamina in rezultat podali kot povprečno maso 
vitamina v izdelku in kot SD dobljenih mas.  
3.8 VREDNOTENJE SPROŠČANJA  
Priprava preskusa sproščanja je opisana v poglavju 3.5. Izračunali smo maso posameznega 
vitamina, ki se je sprostil v izbrani časovni točki in % vsebnosti glede na deklarirano maso. 
Upoštevali smo razmerje molekulske mase [M] standarda, ki smo ga uporabili in 
molekulske mase [M] kemijske oblike vitamina, ki ga je vzorec vseboval glede na 
deklaracijo. Upoštevali smo tudi že prej odvzete vzorce in tisti % vsebnosti ter na koncu 
izračunali skupni % vsebnosti glede na deklarirano vrednost po 24 h. Rezultat smo podali 
kot povprečje 6 paralel in kot SD. Za mejo sprejemljivosti smo uporabili kriterij iz USP 30 
za tablete s podaljšanim sproščanjem, ki pravi, da se v kisli fazi ne sme sprostiti več kot 10 
% deklarirane vrednosti [34]. % sproščanja vitamina glede na deklarirano vrednost smo 
zaokrožili na cela števila zaradi lažje grafične predstavitve profilov sproščanja.  
3.9 OBDELAVA PODATKOV 
Podatke, ki smo jih pridobili z analizo HPLC, smo obdelali s programom MS Excel. S 
pomočjo MS Excel smo izračunali in izrisali vse povprečne vrednosti, RSD in R2, vse 
umeritvene premice s pripadajočimi enačbami.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Cilj magistrske naloge je bil razviti HPLC-UV analizni postopek, kjer lahko sočasno 
vrednotimo vse vitamine B kompleksa in kjer lahko ločimo med različnimi oblikami 
vitamina B12 (cianokobalamin ali metilkobalamin). Ker so B vitamini po lastnostih in 
strukturah zelo različni, je izziv razviti analizni postopek, ki uspe ločiti vseh devet 
vitaminov, dodatno pa je oteženo zagotoviti, da AP nato deluje na realnih vzorcih. 
Preizkusili smo 4 različne kolone oz. 4 AP, znotraj katerih smo spreminjali parametre 
(pretok, volumen injiciranja, temp. vzorčevalnika, topil, razmerja mobilnih faz 
kromatografska kolona). Uspelo nam je razviti analizni postopek (AP 4), kjer smo zaznali 
vseh devet vitaminov B kompleksa v sprejemljivem času. Razvili smo tudi postopek 
priprave vzorcev za farmacevtsko obliko tablet s podaljšanim sproščanjem, ki nam je 
omogočil analizo realnih vzorcev. S testom sproščanja smo želeli preveriti izjave na 
deklaraciji izdelkov, ki oglašujejo, da imajo vzorci podaljšano sproščanje. Test sproščanja 
smo izvajali po Ph. Eur. 9th. Ed [33]. 
4.1 RAZVOJ ANALIZNE METODE 
4.1.1 Analizni postopek 1 
Razvoj analiznega postopka smo začeli po pregledu literature, kjer smo za izhodišče izbrali 
aplikacijo [35]. Analiznega postopka 1 nismo optimizirali, ker je bazna linija zelo nihala in 
se ni umirila ter ni dala pričakovanih rezultatov. Ko smo injicirali vzorce, pripravljene po 
postopku 3 in 4 (poglavje 3.2.7), se tablete niso v celoti raztopile in smo glede na UV 
spektre zaznali samo 6 vitaminov. Razvoja nismo nadaljevali, saj nismo videli potenciala, 
da bomo dejansko na koncu dobili analizni postopek za ločbo vseh vitaminov ter tudi za 
izvedbo testov sproščanja. Vzorci se namreč po postopku priprave 1 in 2 niso raztopili, 
tablete so ostale v enem kosu.  
4.1.2 Analizni postopek 2 
Po dodatnem pregledu literature smo za osnovo pri nadaljnjih poizkusih uporabili 
aplikacijo [36] in poskušali analizni postopek 2 ustrezno optimizirati. Pri analiznem 
postopku 2 sta se kromatografska vrhova B1 in B9 združevala oz. prekrivala (slika 7) 
zaradi zelo podobnega retencijskega časa, razlika 0,1 min je bila premajhna za učinkovito 
ločbo, vse spremembe gradienta, pretoka ali temperature kolone niso pomagale pri uspešni 
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ločbi vitaminov B1 in B9. Pri preverjanju tega analiznega postopka smo uporabili vzorce, 
pripravljene po postopku 5, 6 in 7. Postopek priprave vzorcev 6 je dal boljše rezultate, bolj 
simetrične vrhove kot postopka 5 in 7. Pri tem analiznem postopku smo tudi določili 
valovno dolžino detekcije za vrednotenje posameznega vitamina s pomočjo snemanja 
spektrov v območju 200–400 nm. 
 
Slika 7: Prekrivanje vrhov vitamina B1 (prvi kromatografski vrh, moder) in B9 (drugi kromatografski vrh, 
zelen) pri analiznem postopku 2 
4.1.3 Analizni postopek 3 
Za razvoj analiznega postopka 3 smo uporabili kolono XBridge Shield RP18, kot osnova 
za modifikacije nam je služil članek [37]. Pri analiznem postopku 3 sta se kromatografska 
vrhova B3 in B6 združevala oz. prekrivala. Optimizacija je potekala v smeri znižanja 
temperature kolone in spreminjanju gradienta, na vsaki stopnji smo dodali 2 minuti, znižali 
pretok na 0,5 mL/min. Nobena sprememba parametra ni prinesla zadovoljive ločbe vrhov 
B3 in B6, saj sta bila retencijska časa vitaminov preveč blizu.  
4.1.4 Analizni postopek 4 
Ker s prejšnjimi analizni postopki nismo dosegli želenih rezultatov, smo razvoj analizne 
metode nadaljevali. Za razvoj analiznega postopka 4 nam je kot osnova služil članek [38], 
kromatografske pogoje smo optimizirali, spremenili smo kolono, pretok, temperaturo 
kolone, volumen injiciranja, končni kromatografski pogoji so prikazani v poglavju 3.2.5, v 
preglednici III. Ugotovili smo, da pri analiznem postopku 4 dobimo najboljše rezultate, vsi 
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kromatografski vrhovi so bili ločeni in simetrični. Odzivi so boljši, če izberemo topilo T4 
(priprava opisana v poglavju 3.2.5.2) kot DPV in v avtomatskem vzorčevalniku dvignemo 
temperaturo na 20 °C ter volumen injiciranja povečamo na 20 µL.  
4.2 VALIDACIJA ANALIZNEGA POSOPKA 4 
Z validacijo smo preverili linearnost, robustnost, specifičnost, mejo zaznave, mejo 
določitve in stabilnost raztopin analiznega postopka 4, potem ko smo razvili pripravo 
vzorcev in določili razmerje komponent (vitaminov) v skupnem standardu tako, da ustreza 
vsem analiziranim realnim vzorcem. Z AP 4 smo ločili vseh 9 kromatografskih vrhov 
vitaminov B kompleksa (slike 8-12).  
4.2.1 Specifičnost 
Vitamine smo vrednotili pri različnih valovnih dolžinah, tako da smo dobili najbolj 
optimalne rezultate. Postopek je specifičen in vrhovi vitaminov se ne pokrivajo med sabo v 
skupnem standardu ST3 (slike 8 - 12) ali z vrhom topila. Priprava je opisana v poglavju 
3.6.1. Rezultati so predstavljeni v preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Rezultati testa specifičnosti 
VITAMIN KONCENTRACIJA 
[mg/mL] 
RT 
(min) 
Valovna 
dolžina (nm) 
B1 0,0204 4,12 248 
B2 0,0204 17,40 268 
B3 0,0204 8,65 268 
B5 0,0204 12,60 205 
B6 0,0204 8,40 283 
B7 0,00062 17,90 205 
B9 0,00616 15,30 283 
B12 CN 0,00049 15,03 361 
B12 M 0,00049 12,20 361 
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Slika 8: Kromatogram detekcije vitamina B5 in B7 pri valovni dolžini 205 nm 
 
Slika 9: Kromatogram detekcije vitamina B1 pri valovni dolžini 246 nm 
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Slika 10: Kromatogram detekcije vitamina B3 in B2 pri valovni dolžini 268 nm 
 
Slika 11: Kromatogram detekcije vitamina B6 in B9 pri valovni dolžini 283 nm 
 
Slika 12: Kromatogram detekcije vitaminov B12 M in B12 CN pri valovni dolžini 361 nm 
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4.2.2 Linearnost metode 
Linearnost metode je bila določena z uporabo 11 različnih koncentracij standarda ST2 
(L11). Rezultati so podani v preglednici IX. Vse umeritvene premice so imele R2 ≥ 0,999. 
Pri vitaminu B7 nismo zaznali koncentracij, ki so bile nižje od 10 % glede na L11, tako 
nismo zaznali B7 v raztopinah L3, L2 in L1, linearnost za B7 smo potrdili na podlagi 
osmih kalibracijskih vzorcev. Kromatografska vrha pri raztopini L7 za vitamin B3 in B12 
M sta odstopala od postavljenih kriterijev, tako da je bil R2 ≤ 0,999. Teh točk nismo 
upoštevali pri izračunu linearnosti in smo umeritveno premico določili na preostale točke. 
Vseh 9 raztopin referenčnih substanc vitaminov je bilo znotraj postavljene meje 
sprejemljivosti. Glede na dobljene rezultate lahko potrdimo linearnost metode za vitamine 
v B kompleksa v izbranem koncentracijskem razponu. Rezultati so predstavljeni v 
preglednici IX. Ker smo pri nekaterih izdelkih dobili nepričakovano visoke vrednosti 
vsebnosti vitaminov glede na njihove deklarirane vrednosti, smo linearnost nekaterih 
vitaminov ekstrapolirali in tako določili vsebnost vitaminov v vseh izdelkih. Umeritvene 
premice so prikazane na grafih (grafi 1 - 4) glede na koncentracijski razpon. Priprava 
vzorcev je opisana v poglavju 3.6.5.  
Preglednica IX: Rezultati testa linearnosti 
Vitamin Koncentracijsko 
območje [mg/mL] 
Umeritvena 
premica 
Naklon ODSEK R2 
B1 0,0002 - 0,0340 1 39860179287,41 4348026,56 0,9999 
2 39799797163,97 2423917,86 0,9999 
3 39935524481,98 799532,57 0,9999 
B2 0,0002 - 0,0340 1 67637405826,01 9721498,34 0,9998 
2 67367643508,77 10498305,85 0,9998 
3 68014713747,79 -6860977,08 0,9994 
B3 0,0002 - 0,0340 1 26620101335,68 4521388,31 0,9999 
2 26654015065,77 5696511,56 0,9999 
3 26804759338,09 4705824,35 0,9999 
B5 0,0002 - 0,0340 1 12255874463,95 1476664,80 0,9998 
2 12192519966,60 1636219,29 0,9998 
3 1222992621,58 1117407,70 0,9999 
B6 0,0002 - 0,0340 1 32175608292,43 3769961,28 0,9998 
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2 32078151386,19 5303099,50 0,9998 
3 32038618948,10 5137102,98 0,9998 
B7 0,0003 - 0,0010 1 52720865168,06 -305523,02 0,9999 
2 52823986056,82 -197451,69 0,9993 
3 52932173231,00 -396796,21 0,9993 
B9 0,00006 - 0,00900 1 35296900076,53 1726329,29 0,9995 
2 34748162133,00 3506934,88 0,9993 
3 34659405874,91 2405528,54 0,9997 
B12 CN 0,0000047 - 
0,0008000 
1 12638387350,36 68074,76 0,9999 
2 12562540951,07 66908,55 0,9999 
3 12679503526,83 53845,68 0,9999 
B12 M 0,0000047 - 
0,0008000 
1 9182464939,89 - 32102,58 0,9996 
2 9129218917,84 - 82667,88 0,9995 
3 9214546899,30 -41305,92 0,9995 
 
 
Graf 1: Linearnost vitaminov B1, B2, B3, B5 in B6 
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Graf 2: Linearnost vitamina B7 
 
Graf 3: Linearnost vitamina B9 
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Graf 4: Linearnost vitaminov B12 CN in B12 M 
 
4.2.3 Meja zaznave in meja določitve 
Postopek določitve LOD in LOQ je odpisan v poglavju 3.6.6. Rezultati so predstavljeni v 
preglednici X. Predvidenih koncentracij za vitamin B7, ki so izračunane v preglednici VI, 
nismo znali, ker so prenizke. Za LOD in LOQ smo upoštevali raztopine L5 in L4 iz 
preglednice V. 
Preglednici X: Rezultati meje zaznave in meje določitve 
VITAMIN KONCENTRACIJA 
[mg/mL] 
 
LOD LOQ RSDn=6 LOQ [%] 
B1 0,0000960 0,000120 0,77 
B2 0,0000960 0,000120 0,16 
B3 0,0000960 0,000120 1,99 
B5 0,0000960 0,000120 0,42 
B6 0,0000960 0,000120 0,33 
B7 0,0000600 0,000120 1,85 
B9 0,0000460 0,0000590 0,22 
B12 CN 0,0000035 0,0000044 1,34 
B12 M 0,0000035 0,0000044 1,81 
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4.2.4 Stabilnost 
Stabilnost referenčnih substanc smo preverjali po postopku, ki je opisan v 3.6.4. Raztopino 
ST3 smo shranjevali v viali v avtomatskem vzorčevalniku na 20 °C in injicirali čez 24 h in 
48 h. Rezultati so v predstavljeni v preglednici XI in so podani kot relativna razlika glede 
na ST3 ob času 0. Po 48-ih urah je bil v raztopini ST3 RSD znotraj ± 5 % za vse vitamine, 
s tem smo potrdili stabilnost raztopine ST3 za čas analize. Zelo odstopajo rezultati za 
vitamin B9, čeprav so še vedno v območju postavljenega kriterija. Razlog je verjetno 
slabša stabilnost vitamina B9 v raztopinah.  
Preglednica XI: Rezultati testa stabilnosti 
VITAMIN KONCENTRACIJA 
[mg/mL] 
STABILNOST  
Relativna razlika 
[%] 
24h 48h 
B1 0,020 1,57 1,43 
B2 0,020 0,07 0,60 
B3 0,020 0,46 0,63 
B5 0,020 0,68 0,73 
B6 0,020 0,02 -0,50 
B7 0,0006 -1,84 -1,82 
B9 0,0060 -2,30 -4,07 
B12 CN 0,00049 1,50 1,54 
B12 M 0,00049 1,19 2,24 
4.2.5 Natančnost 
 
Natančnost sistema je bila določena z desetimi ponovitvami injiciranja standardne 
raztopine ST3. Priprava je opisana v poglavju 3.6.2. Rezultati so pokazali, da je razvita 
analizna ustrezno natančna (preglednica XII)  
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Preglednica XII: Rezultati testa natančnosti sistema 
VITAMIN KONCENTRACIJA 
[mg/mL] 
RSDn=10 
[%] 
B1 0,020 0,12 
B2 0,020 0,09 
B3 0,020 0,17 
B5 0,020 0,17 
B6 0,020 0,08 
B7 0,0006 4,66 
B9 0,0060 0,08 
B12 CN 0,00049 0,08 
B12 M 0,00049 1,15 
4.2.6 Robustnost metode 
Robustnost metode smo preverjali po postopku, opisanem 3.6.3 in jo testirali samo na 
standardu ST3. Preverjali smo 6 različnih parametrov. Rezultati so predstavljeni v 
preglednici XIII, ST3 se izražen v RSD n=6 [%]. Pogoji za robustnost so bili naslednji: 
1. pH mobilne faze 2,7 
2. pH mobilne faze 3,3 
3. Pretok 0,8 mL/min 
4. Pretok 1,0 mL/min 
5. Temperatura kolone 20 °C 
6. Temperatura kolone 30 °C  
Svetlana Utroša                                                                                           Magistrska naloga 
46 
 
Preglednica XIII: Rezultati testa robustnosti sistema 
 RSD n=6  [%] 
VITA- 
MINI 
B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 
CN 
B12 M 
P 
O 
G 
O 
J 
I 
1. 0,11 0,09 0,01 0,09 0,10 3,51 0,11 0,83 0,18 
2. 0,04 0,02 0,10 0,09 0,04 2,05 2,14 0,13 1,17 
3. 0,06 0,10 0,09 0,43 0,08 1,35 0,57 0,20 0,74 
4. 0,04 0,03 0,14 0,12 0,06 1,63 0,08 0,20 0,33 
5. 0,03 0,03 0,08 0,11 0,04 1,44 0,10 0,06 1,29 
6. 0,05 0,03 0,10 0,20 0,07 2,34 0,09 1,41 0,63 
 
Validacijski parametri ustrezajo postavljenim kriterijem, iz česar smo zaključili, da je naš 
analizni postopek primeren za vrednotenje devetih vitaminov B kompleksa. 
4.3 REZULTATI VZORCEV 
4.3.1 Analiza vzorcev 
Validiran analizni postopek smo uporabili za test vsebnosti in enakomernosti za štiri 
izdelke. Preverjali smo ponovljivost med različnimi naključno izbranimi tabletami 
posameznega izdelka. Naš kriterij za izbiro vzorcev je bil, da imajo farmacevtsko obliko 
tablet, vsebujejo vse vitamine B kompleksa in podaljšano sproščanje. Vsi izdelki se 
prodajajo kot prehranska dopolnila in so na voljo v prosti prodaji, trije izdelki (B-D) se 
dobijo na slovenskem trgu, izdelek A je na voljo na italijanskem trgu. Izdelki (A-C) so 
pakirani v plastenke, D pa v pretisne omote, razlikujejo se tudi po sestavi pomožnih snovi. 
Izdelki se zelo razlikujejo po deklariranih vrednostih posameznega vitamina (preglednica 
XIV), zato je bil izziv narediti raztopine, ki bodo ustrezale skupnemu standardu ST3 in si 
bodo po koncentracijah čim bližje. 
Vsi štirje izdelki vsebujejo vse vitamine B kompleksa in so znane tudi deklarirane 
vrednosti le-teh, izjema je vitamin B5 pri vzorcu A, kjer ni navedbe. Za vsak vzorec smo 
optimizirali pripravo oz. redčitev, tako da so si bile koncentracije čim bolj primerljive in 
rezultati v območju linearnosti. Postopek priprave vzorcev je opisan v poglavju 3.4. 
Težave smo imeli, ker imajo izbrani izdelki velik razpon vsebnosti posameznega vitamina 
in se razlikujejo tudi v razmerju le teh. Tako smo vzorce vrednotili na dveh ravneh (A, B 
,C) oz. na treh ravneh (D). V prvi stopnji redčenja smo pri vzorcih (A, B, C) vrednotili 
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vsebnost vitaminov B7, B9, B12 CN ali B12 M, v drugi stopnji redčenja vitaminov B1, B2, 
B3, B5, B6. Vzorec D smo vrednotili na 3 ravneh, v prvi stopnji redčenja smo vrednotili 
vsebnost vitamina B12 CN, v drugi stopnji redčenja vsebnost vitaminov B1, B2, B6, B7, 
B9 in v tretji stopnji redčenja vsebnost vitamina B3 in B5. Vsi volumni redčenja so podani 
v Preglednica. 
4.3.2 Vsebnost in sproščanje vzorcev 
Vsebnost vitaminov B kompleksa smo vrednotili v izdelkih A-D. Rezultati so navedeni v 
preglednici XIV kot poprečne vrednosti ± standardni odklon. V poglavju 3.7 in 3.8 je 
opisan način podajanja rezultatov. 
Preglednica XIV: Rezultati vzorcev za test vsebnosti in sproščanja, vrednosti so podane kot povprečna 
vrednost ± standardni odklon (n=6) 
V
zo
re
c
  
  
V
it
a
m
in
 Deklarirana 
masa v 
tableti 
[mg] 
Vsebnost v 
tableti 
[%] 
Masa v 
tableti 
[mg] 
Sproščanje 
[%]1  
Sproščanje  
masa [mg]  
v 24h 
A 
 
B12 50 120, 8 ± 1,9 60,4 ± 0,9 121 ± 4  60,7 ± 1,9 
B2 50 97,8 ± 2,1 48,9 ± 1,0 50 ± 2  25,0 ± 0,9 
B3 50 100,0 ± 3,0 48,9 ± 1,5 95 ± 2 47,7 ± 1,0 
B5 NDV3 x x x x 
B6 19 129,4 ± 3,6 25,1 ± 0,7 115 ± 9 21,8 ± 1,7 
B7 0,05 70,0 ± 3,3 0,034 ± 0,002 ND4 x 
B9 0,4 88,4 ± 5,1 0,35 ± 0,02 53 ± 6 0,21 ± 0,02 
B12 CN 0,05 100,6 ± 20,0 0,050 ± 0,010 91 ± 2 0,046 ± 0,001 
B 
 
B15 100 112,9 ± 0,6 112,9 ± 0,6 106 ± 1 106,0 ± 0,8 
B2 100 106,3 ± 1,7 106,3 ± 1,7 59 ± 4 59,0 ± 3,9 
B3 100 113,9 ± 1,2 113,9 ± 1,2 101 ± 2 101,0 ± 1,5 
B5 100 113,2 ± 0,9 113,2 ± 0,9 108 ± 1 108,1 ± 0,8 
B6 100 129,6 ± 2,2 129,6 ± 2,2 106 ± 3  106,4 ± 2,6 
B7 0,1 65,6 ± 4,0 0,065 ± 0,004 ND4 x 
B9 0,1 ND4 x ND4 x 
B12 M 0,1 66,2 ± 1,6 0,066 ± 0,002 66 ± 4 0,066 ± 0,004 
  
                                                 
1 Skupen % sproščanja v 24 h, podan glede na deklarirano vrednost 
2 Tiamin v obliki tiaminijevega mononitrata 
3 Ni deklarirane vrednosti na ovojnini 
4 Ni detekcije vitamina 
5 Tiamin v obliki tiaminijevega klorida 
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C 
 
B12 100 139,3 ± 4,6 139,3 ± 4,6 119 ± 2 119,4 ± 1,7 
B2 100 109,0 ± 3,4 109,0 ± 3,4 66 ± 1 66,0 ± 1,3 
B3 100 113,8 ± 3,3 113,8 ± 3,3 99 ± 2 98,9 ± 1,5 
B5 100 117,0 ± 3,1 117,0 ± 3,1 106 ± 1 106,5 ± 0,8 
B6 100 136,8 ± 2,0 136,8 ± 2,0 106 ± 3 105, 9 ± 2,7 
B7 0,1 72,0 ± 2,4 0,072 ± 0,002 ND3 x 
B9 0,4 109,7 ± 3,8 0,44 ± 0,02 67 ± 2 0,27 ± 0,01 
B12 CN 0,1 95,3 ± 3,3 0,095 ± 0,003 95 ± 4 0,095 ± 0,004 
D 
 
B11 3 155,8 ± 1,1 4,7 ± 0,0 154 ± 5 4,6 ± 0,1 
B2 3,6 199,4 ± 2,9 7,2 ± 0,1 198 ± 5 7,1 ± 0,2 
B3 30 110,3 ± 3,0 33,1 ± 0,9 108 ± 4 32,4 ± 1,0 
B5 15 127,1 ± 3,2 19,1 ± 0,6 126 ± 2 18,8 ± 0,4 
B6 4,2 157,3 ± 0,9 6,6 ± 0,0 157 ± 3 6,6 ± 0,2 
B7 0,3 106,3 ± 2,2 0,32 ± 0,007 ND3 x 
B9 0,4 89,6  ± 4,5 0,36 ± 0,018 81 ± 8 0,32 ± 0,03 
B12 CN 0,009 122,7 ± 1,6 0,011 ± 0,000 117 ± 5 0,019 ± 0,007 
4.3.2.1 Vsebnost in enakomernost vsebnosti 
 
Za vsebnost vitaminov B kompleksa velja po Ameriški farmakopeji (USP 30) kriterij 90 % 
do 150 % deklarirane količine vodotopnih vitaminov za trdne farmacevtske oblike [34]. 
Ker so B vitamini vodotopni vitamini in so hipervitaminoze B vitamina zelo redke, je temu 
primeren tudi večji razpon kriterija deklarirane količine. 
 
Po začetnem pregledu deklariranih vrednosti na ovojnini vzorcev smo opazili, da so visoko 
nad priporočenimi vrednostmi, ki so predpisane v Pravilniku o prehranskih dopolnilih [22]. 
Verjetno so vrednosti vitaminov B kompleksa višje zaradi farmacevtske oblike izdelkov – 
tablete s podaljšanim sproščanjem 
 
Glede na kriterij po USP 30 je večina dobljenih rezultatov znotraj kriterija, osem vrednosti 
ne ustreza kriteriju, pet vrednosti je pod 90 % in tri vrednosti so nad 150 % vsebnosti glede 
na deklarirano vrednost vitaminov. V izdelkih A, B in C smo pri testu vsebnosti zaznali 
prenizko vrednost vitamina B7, vse tri ugotovljene vrednosti so si podobne. Vitamin B7 je 
med vsemi najmanj polaren in z detekcijo pri 205 nm ga je zelo težko zaznati, posebej v 
tako nizkih koncentracijah, kot jih vsebujejo izbrani izdelki. Razlog za takšen rezultat je 
lahko manjša vsebnost ali slabša obstojnost vitamina B7 v teh vzorcih. V izdelku A smo 
pri testu vsebnosti zaznali premalo vitamina B9 glede na kriterij, čeprav je ta le malo pod 
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mejo sprejemljivosti kriterija (88 % vsebnosti glede na deklarirano vrednost). Razlog je 
lahko nestabilnost folne kisline, saj le-ta razpada tudi v tabletah skozi časovno obdobje.  
Pri vitaminu B12 v izdelku A smo dobili nenavadno visoke RSD-je. Vsebnosti vitamina 
B12 so med šestimi paralelami so zelo nihale, kar je glede na nizko koncentracijo vitamina 
tudi do določene stopnje tudi pričakovano in so temu primerni tudi zelo visoki rezultati 
RSD. 
V izdelku B smo pri testu vsebnosti zaznali prenizko vrednost vitamina B12, tukaj je 
vitamin v obliki metil-kobalamina. Vrednost je velika nižja od meje sprejemljivosti. Ker 
nimamo podatka o stabilnosti testiranih izdelkov, ne moremo argumentirati razloga za 
dobljene rezultate.  
 
Pri treh vitaminih je vsebnost presegala zgornjo mejo sprejemljivosti in vsi trije so se 
nahajali v izdelku D. Vsebnost vitamina B1 in B6 je bila rahlo nad zgornjo mejo kriterija 
(150 %). Vsebnost vitamina B2 pa je zelo presegala to vrednost (199,44 %). Glede na 
podatke lahko ugotovimo, da nismo presegli topnosti, hkrati pa smo zelo podobno vsebnost 
vitamina B2 dobili tudi pri testu sproščanja, kjer so bili volumni medija za raztapljanje B2 
bistveno večji. Iz tega lahko sklepamo, da je rezultat ustrezen in da je vitamin B2 v izdelku 
D v presežku oz. nad dovoljeno vrednostjo po USP 30. Zaradi dvakrat večje vsebnost 
vitamin B2 od deklarirane le-ta preseže tudi zgornjo mejo linearnosti, a z ekstrapoliranjem 
linearnosti predvidevamo, da je vrednost še vedno v območju metode. 
 
V izdelku B nismo zaznali vitamina B9, saj je v drugačni obliki, kot je bil uporabljen 
referenčni standard, in sicer je v obliki kalcijevega-L-5-metiltetrahidrofolata. Da bi lahko 
vrednotili vsebnosti vitamina B9 v tem pripravku, bi morali imeti referenčno substanco 
kalcijevega-L-5-metiltetrahidrofolata in narediti tudi validacijo analiznega postopka za to 
substanco. V primeru, da zaradi nizke koncentracije še vedno ne bi zaznali vitamina B9 v 
izdelku B, bi morali analizo narediti z LC – MS metodo, kjer je detekcija bolj občutljiva, 
potrebna bi bila prilagoditev priprave vzorcev. 
 
V izdelkih se pojavljajo vitamini B kompleksa v različnih kemijskih oblikah, kar smo mi 
upoštevali pri izračunih za vsebnost in sproščanje. Razlike se pojavijo, ker smo imeli 
referenčne substance v eni kemijski obliki, v izdelku pa je vitamin v drugi kemijski obliki. 
Zato je pri izračunu mase vitamina treba upoštevati razmerje molekulskih mas. 
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Za vitamin B1 imamo na razpolago referenčno substanco tiaminijev klorid (M = 337,27 
g/mol), v pripravku A, C in D je v obliki tiaminijevega mononitrata (M = 327,36 g/mol), v 
pripravku B je v obliki tiaminijevega klorida. Vitamin B3 ima dve znani obliki niacin in 
niacinamid, obe imeni se v slovenščini zelo mešata in nedosledno uporabljata. Tako smo 
ugotovili, da izdelek D, vsebuje niacinamid, čeprav je med sestavini naveden kot 
nikotinamid, na sekundarni ovojnini pa je navedena vsebnost za niacin. Glede na pregled 
ovojnine, ki smo ga opravili zaradi ugotovitve deklariranih vsebnosti, lahko ugotovimo, da 
izdelki vsebujejo nekaj neskladnosti, deklaracije so nejasne oz. pomanjkljivo prevedene iz 
angleškega jezika. 
 
Tako pri izdelku A opazimo, da ni deklarirane vrednosti za B5, čeprav je kalcijev-D-
pantotenat napisan med sestavinami tablete. Vitamini B1, B2, B6 in B12 so označeni samo 
s kraticami, kemijska imena niso opredeljena, to informacijo najdemo v seznamu vseh 
sestavin, ki so v tableti. Za ta izdelek je količina vitamina podana za ½ tablete, kar je lahko 
zavajajoče. Izdelek B je označen v angleškem jeziku, slovenskega prevoda na ovojnini ni 
na voljo, vendar smo zraven dobili certifikat laboratorijskega testa vsebnosti. Izdelek C je 
pravilno označen, na plastenki so na voljo informacije v angleškem in slovenskem jeziku. 
Pri izdelku D so vitamini B1, B2, B6 in B12 navedeni brez kemijske oblike, to informacijo 
pa lahko najdemo med navedbo vseh prisotnih sestavin. Ker je v tem pripravku označba 
zelo slaba, smo za izračun vsebnosti upoštevali kemijske oblike, ki so navedene med 
sestavinami, tako smo za izračun vsebnost vitamina B1 upoštevali obliko tiaminijevega 
mononitrata in ne tiamina v osnovni obliki. 
4.3.2.2 Test sproščanja 
 
Test sproščanja smo izvajali na 6 paralelkah vsakega izdelka, na naključno izbranih 
tabletah. Postopek testa je opisan v poglavju 3.5. Rezultati so podani glede na deklarirano 
vrednost posameznega vitamina. Cilj testiranja sproščanja je bilo preveriti, ali gre za 
multivitaminske tablete s podaljšanim sproščanjem. Vitamina B7 nismo zaznali v nobenem 
vzorcu zaradi prenizkih koncentracij. Zaradi lažje ponazoritve rezultatov smo se odločili, 
da bomo rezultate prikazali glede na % deklarirane vrednosti vitamina v izdelku (os Y). 
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Graf 5: Hitrost sproščanja vitaminov pri izdelku A 
 
Dobljeni rezultati prikazujejo, da izdelek A nima podaljšanega sproščanja. Vitamini B1, 
B3 in B6 se že v prvih dveh urah sprostijo v približno 50 % glede na deklarirano vrednosti, 
B2 in B12 se sprostita v 12 % oz. 14 % v prvih dveh urah, folne kisline po 2 urah nismo 
zaznali. Iz dogajanja v prvih dveh urah, ko je bila tableta v kislem mediju, lahko potrdimo, 
da podaljšanega sproščanja ni, saj se je sprostilo več kot 10 % deklarirane vrednosti 
vitaminov. V mediju pH 6,8 je vsebnost vseh vitaminov še naraščala, kar je bilo 
pričakovano. Sproščanje B1, B3, B6 sledi pričakovanjem, kar se vidi tudi na grafu 4, 
celotna količina vitamina B3 se je sprostila v 9 h, zato tudi vsebnost tega vitamina do 
konca testa ni več naraščala. Zaznali smo skoraj 50 % nižjo vsebnost vitamina B2 kot pri 
testu vsebnosti. Iz grafa 5 vidimo, da vsebnost vitamina B2 narašča celoten čas testa in bi 
verjetno še naraščala, če bi s testom nadaljevali. Iz teh podatkov lahko sklepamo, da ima 
vitamin B2 v tem primeru slabšo topnost in sproščanje iz tablete glede na ostale vitamine. 
Pri vitaminu B9 smo zaznali za 35 % manjšo vsebnost kot pri testu vsebnosti, 
predpostavljamo, da je za to odgovorna slabša stabilnost folne kisline. Glede na podatke v 
literaturi se stabilnost še zmanjša, če sta v raztopini prisotna tiamin in riboflavin [32]. 
Najbolj netipično sproščanje v izdelku A ima cianokobalamin, sklepamo, da se iz tablete 
ne sprošča enakomerno skozi čas, vendar je končna vrednost primerljiva s testom 
vsebnosti.  
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Graf 6: Hitrost sproščanja pri izdelku B 
 
Pri izdelku B imajo vitamini B1, B3, B5, B6 in B12 M podoben profil sproščanja. Tudi 
tukaj smo po 2 h v mediju zaznali med 45 % in 50 % deklarirane vrednosti (graf 6), tako da 
tableta nima podaljšanega sproščanja. Po 9 h se delež sproščenih vitaminov ne spreminja 
več, iz tega lahko sklepamo, da se v tem času večina vitaminov sprosti iz tablete. Vitamin 
B2 ima tudi tukaj počasnejše sproščanje kot preostali vitamini v tableti, zaznana vrednost 
bi bila verjetno višja, če bi eksperiment podaljšali. Iz grafa je razvidno, da vrednost skozi 
čas narašča in se ne ustavi pri 24 h. Predvidevamo, da ima vitamin B2 slabšo topnost in 
sproščanje iz tablete kot preostali vitamini. Ko smo po 24 h odstranili košarice, le-te niso 
bile prazne, ampak so v košaricah ostali ostanki tablete, najverjetneje rumeni prašek 
vitamina B2 (slika 13), kar potrjuje našo domnevo, da vitamin B2 še vedno ni v celoti 
raztopljen. 
 
Slika 13: Ostanki izdelka B v košarici po končanem testu sproščanja 
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Graf 7: Hitrost sproščanja pri izdelku C 
 
Pri vzorcu C imajo vitamini B1, B3, B5, B6 podoben profil sproščanja (graf 7), pri čemer 
se po 2 h sprosti med 45 % in 55 % deklarirane vsebnosti. Vitamini B2, B9 in B12 imajo 
počasnejšo kinetiko glede na prejšnje izdelke, ampak vseeno presežejo mejo 10 % 
deklarirane vsebnosti po 2 h. To pomeni, da tudi izdelek C ni tableta s podaljšanim 
sproščanjem. Večina vitaminov iz tablete se sprosti do devete ure, kar je pričakovano glede 
na dogajanje v človeškem telesu. Odstopa samo vitamin B2, kjer sproščena količina 
vitamina narašča vse do konca testa. Tudi pri izdelku C košarice po 24 h niso bile prazne, 
ampak so v košaricah ostali ostanki tablete  (slika 14). 
 
Slika 14: Ostanki izdelka C v košarici po končanem testu sproščanja 
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Graf 8: Hitrost sproščanja pri izdelku D 
 
Pri izdelku D imamo največji razpon % sproščenih vitaminov glede na deklarirano 
vrednost. Deleži sproščene količine vitaminov (graf 8) se po 2 h zelo razlikuje med seboj. 
Najbolj podobno hitrost sproščanja imata B1 in B6, ki v 2 h dosežeta okrog 105 % 
deklarirane vrednosti, medtem ko vitamini B2, B3 in B5 dosežejo 75 % deklarirane 
vrednosti. Vitamin B12 ima še nižjo hitrost sproščanja (40 %), vitamin B9 z okrog 5 % pa 
najnižjo hitrost sproščanja. Vsebnost folne kisline tudi najpočasneje narašča, kar lahko 
pripišemo slabši stabilnosti folne kisline v tem mediju. Iz dobljenih podatkov lahko 
zaključimo, da izdelek D nima podaljšanega sproščanja, saj smo po 2 h testiranja 
sproščanja zaznali prevelik obseg sproščenih vitaminov. Vsi vitamini, razen B2, se 
sprostijo do devete ure, saj potem vsebnosti vitaminov ne naraščajo več. Izjema je vitamin 
B2, ki narašča skozi celotno trajanje testa. Po koncu testa so bile košarice skoraj prazne, v 
košaricah je ostalo nekaj majhnih delcev tablete (slika 15). 
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Slika 15: Ostanki izdelka D v košarici po končanem testu sproščanja 
4.3.3 Primerjava sproščanja vitaminov med izdelki 
 
 
Slika 16: Primerjava profilov sproščanja vitaminov B1, B2, B3 in B5 med izdelki 
 
Vitamin B1 se sprošča skoraj s podobno hitrostjo pri izdelkih A, B in C, pri D pa opazimo, 
da se že po 2 h sprosti nad 100 % deklarirane vrednosti  (slika 16). Sproščanje se ustavi po 
devetih urah in vrednost ne narašča več. Deklarirani vrednosti se najbolj približa izdelek B. 
Od deklarirane vrednosti najbolj odstopa izdelek D, in sicer doseže 54 % višjo vsebnosti 
od deklarirane. 
Vitamin B2 se najhitreje sprošča (Slika 16) pri izdelku D in doseže tudi najvišjo vrednost 
po 24 urah, bi pa verjetno še dalje naraščala vsebnost. Izdelki A, B in C imajo zelo 
podobno hitrost sproščanja, po 24 urah dosežejo med 50 % in 65 % deklarirane vrednosti. 
Svetlana Utroša                                                                                           Magistrska naloga 
56 
 
Vrednost bi bila višja, če bi test sproščanja podaljšali, saj vse vrednosti do 24 h še vedno 
naraščajo. Pri vitaminu B2 se je pojavila največja razlika v rezultatih med testom vsebnosti 
in testom sproščanja, razlike bi lahko pripisali slabši topnosti vitamina pri testu sproščanja 
ali počasnejšemu sproščanju riboflavina iz tablete. 
 
Vitamin B3 ima najbolj podobno hitrost sproščanja pri vseh štirih izdelkih. Vse vrednosti 
so višje od 50 % po 2 h, po 9 urah se vrednosti ne spreminjajo več. Pripravka B in C (slika 
16) se najbolj približata deklarirani vrednosti, čeprav tudi izdelka A in D ne odstopata 
veliko. 
 
Tudi pri vitaminu B5 so vrednosti po 2 h višje od kriterija, zato podaljšanega sproščanja ne 
moremo potrditi (Slika 16). Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti.Za vitamina B
5 predvidevamo, da se je celotna vsebnost vitamina sprostila v devetih urah. Pri izdelku A 
ni deklarirane vrednosti, zato so v grafu predstavljeni rezultati le za 3 vzorce. Deklarirani 
vrednosti se najbolj približa izdelek C, le-ta se od izdelka B razlikuje le za 2 %. 
  
Po 2 h se je sprostilo vsaj 50 % vitamina B6 pri vseh štirih izdelkih. Pri vitaminu B6 
vrednosti nehajo naraščati pri 9 urah, izjema je izdelek A, kjer vrednost še rahlo narašča do 
konca testa (slika 17). Deklarirani vrednosti se najbolj približata izdelka B in C, ki 
dosežeta enako vrednost 106 % deklarirane vrednosti. Najbolj odstopa pripravek D, ki 
doseže 57 % več od deklarirane vrednosti. 
Vitamin B9 (slika 17) se sprošča najpočasneje oz. smo ga zaznali najmanj, kar je tudi 
pričakovano zaradi slabše stabilnosti folne kisline. Vsi trije vzorci imajo obliko sproščanja, 
ki bi lahko bilo podaljšano sproščanje, pri prvem vzorčenju smo zaznali manj kot 10 % 
deklarirane vrednosti, te potem naraščajo do devete ure pri izdelku C (zelena črta) in D 
(rjava črta). Pri pripravku A (oranžna črta) vrednosti naraščajo do konca testa sproščanja, 
predvidevamo, da bi vrednost naraščala tudi v nadaljevanju. V tem primeru se izdelek D 
najbolj približa deklarirani vsebnosti, čeprav je ne doseže in je bila naša določena vrednost 
za 20 % nižja. 
Prikazani sta tudi obe obliki vitamina B12, metilkobalamin (izdelek B) in cianokobalamin 
za izdelke A, C in D (slika 17). Vsi izdelki presežejo 10 % deklarirane vrednosti vitaminov 
po dveh urah sproščanja, tako da ne moremo govoriti o podaljšanem sproščanju. Izdelek B 
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doseže najnižjo vrednost in je za 35 % nižji od deklarirane vrednosti, tej se najbolj približa 
izdelek B, sledi pa izdelek A. 
 
 
Slika 17: Primerjava profilov sproščanja vitaminov B6, B7 in B12 med izdelki A,B, C in D 
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5 SKLEPI 
V GMP okolju smo uspešno razvili analizni postopek HPLC-UV za sočasno vrednotenje 
devetih vitaminov B kompleksa. 
 Celoten razvoj je potekal pod okriljem GMP-ja in sledil vsem zahtevam, ki jih le-ta 
zahteva. 
 Vitamine smo ustrezno ločili z gradientno metodo z mobilno fazo A: 20 mM 
NaH2PO4 pH 3,0 in mobilno fazo B ACN: MeOH = 30:70 s pretokom 0,9 mL/min 
in časom analize 30 minut.  
 Vitamine smo detektirali pri najbolj optimalnih valovnih dolžinah, ki smo jih 
določili iz posnetega spektra. Pri valovni dolžini 205 nm smo določali vitamina B5 
in B7, pri 246 nm vitamin B1, pri 268 nm B2 in B3, pri 283 nm B6 in B9 ter pri 
361 nm B12 cianokobalamin in metilkobalamin. 
 Analizni postopek je bil validiran v skladu z GMP in smernicami ICH, kjer smo 
potrdili njeno ustreznost. 
 Uspešno smo zaznali razliko med metilkobalaminom in cianokobalaiminom, kar 
pomeni, da smo lahko testirali izdelke z različnimi oblikami vitamina B12 z istim 
analiznim postopkom. 
Uspešno smo razvili postopek priprave vzorcev in multivitaminske izdelke vrednotili s 
testom vsebnosti in testom sproščanja. 
 Postopek priprave vzorcev smo razvijali na vseh vzorcih, preizkusili smo več 
različnih priprav, različna topila in ugotovili, da je najbolje, če se tablete zmeljemo 
na IKA mlinčku, kot topilo uporabimo 0,08 M fosfatni pufer, pH=7,0, vzorce 
obdelujemo na mešalu 20 min, potem na ultrazvoku 20 min in nato še enkrat na 
mešalu 20 min. 
 Za vsak izdelek smo prilagodili volumen in faktor redčitve, da smo imeli čim bolj 
podobne koncentracije enakega vitamina v raztopini vzorcev. 
 Pri testu vsebnosti smo v vzorcih zaznali vse vitamine B kompleksa in vrednotili 
površine pod krivuljo kromatografskega vrha. 
 Ponovljivost pri testu vsebnosti med različnimi tabletami istega izdelka je bila 
znotraj kriterija, ki smo ga postavili. 
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 Vsebnosti večine vitaminov v izdelkih so visoko nad priporočenim dnevnim 
odmerkom posameznega vitamina, po preseženih priporočenih dnevnih odmerkih 
najbolj izstopata izdelka B in C. 
Pri testu sproščanja smo uporabljali metodo po Evropski farmakopeji 2.9.3 (aparatura s 
košarico in metoda B) in metodo podaljšali na 24 h, v mediju za sproščanje smo zaznali 
vse vitamine razen B7 zaradi prenizkih koncentracij. 
 Glede na postavljene kriterije, povzete iz USP 30, testirani izdelki ne izpolnjujejo 
pogoja tablete s podaljšanim sproščanjem, kot se oglašujejo oz. so označene na 
ovojnini. 
 Izdelek D je pri testu sproščanja najbolj odstopal od deklariranih vrednostih za vse 
vitamine razen folne kisline. 
 Idealna tableta za sproščanje, kjer bi se vrednosti vitaminov najbolj približale 
deklariranim, bi bila sestavljena iz izdelka B za vitamine B1, B3 in B6, iz izdelka C 
pri vitaminih B3, B5, B6, B12 in izdelka D pri vitaminu B9. 
Rezultate za oba testa smo podali kot % glede na deklarirano maso, ki je navedena na 
ovojnini in vrednost preračunali tudi v maso [mg]. 
 Rezultati so podani glede na kemijsko obliko vitamina, ki je navedena na ovojnini 
izdelka. Ugotovili smo, da je vitamin B1 v vzorcih vedno v obliki soli kot 
tiaminijev klorid ali mononitrat. 
 Vsi izdelki vsebujejo vitamin B3 v obliki niacinamida, čeprav se navedbe na 
ovojnini razlikujejo, prav tako vsi izdelki vsebujejo vitamin B5 v obliki 
kalcijevega-D-pantotenata, ki je naveden med sestavinami, med deklariranimi 
vrednostmi se imena razlikujejo. 
 Opazili smo nekaj nepravilno označenih ovojnin, oblike vitaminov se nekje 
izgubijo s prevodi, ni deklarirane vrednosti vitaminov, čeprav so ti navedeni med 
sestavinami. 
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7 PRILOGE 
7.1 PRILOGA 1 
Preglednica XV: Dnevni vnosi vitaminov B kompleksa in njihovi viri v prehrani [1,2,4] 
VITAMIN Priporočen 
dnevni vnos 
[PDA/RDA] 
Priporočen 
zgornji mejni 
odmerek 
Dopustni 
zgornji 
vnos [UL] 
Vir vitamina v hrani 
B1 1,0 mg 3,0 mg x pusta svinjina in druge vrste mesa, 
ribe, kalčki, jetra, perutnina, jajca, 
fižol, grah, oreščki 
B2 1,2 mg 3,6 mg x mleko, mlečni izdelki, meso, 
drobovina, jajca, kvas 
B3 13 mg 30 mg 900 mg pekovski kvas, jetra, meso, ribe, 
stročnice, polnozrnate obogatene 
žitarice 
B5 6 mg 15 mg x jetra, meso, ribe, mleko, stročnice, 
polnozrnati izdelki, leča 
B6 1,2 mg 4,2 mg 25 mg meso, kvas, drobovina, ribe, 
stročnice, polnozrnate žitarice, 
jajca, soja, sadje 
B7 30 – 60 µg 300 µg x jetra, ledvice, rumenjak, losos, 
banane, korenje, gobe, kvas, 
stročnice, orehi 
B9 200 µg 400 µg 1000 µg jetra, meso, ribe, mleko, polnozrnati 
izdelki, zelenolistna zelenjava 
B12 3 µg 9 µg x jetra, meso, ribe, jajca 
x- vrednosti še niso določene 
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7.2 PRILOGA 2 
 
Preglednica XVI: Gradienti za AP 1, 2 in 3 
GRADIENT 
analizni postopek 1 analizni postopek 2 analizni postopek 3 
Čas  
(minute) 
% A % Čas 
(minute) 
% A % B Čas 
(minute) 
% A % B 
0,00 100 0 0,00 97 3 0,00 97 3 
5,00 100 0 3,00 97 3 3,00 97 3 
16,00 77 23 10,00 87,5 12,5 10,00 87,5 12,5 
26,00 74 26 15,10 85 15 15,10 85 15 
28,00 50 50 17,00 85 15 17,00 85 15 
30,00 100 0 20,00 80 20 20,00 89 20 
45,00 100 0 22,00 70 30 22,00 70 30 
 24,00 50 50 24,00 50 50 
26,10 97 3 26,10 97 3 
28,00 97 3 28,00 97 3 
 
7.3 PRILOGA 3 
 
ANALIZNI POSTOPEK ZA VREDNOTENJE VSEBNOSTI VITAMINOV B  
KOMPLEKSA 
 
Metoda: 
Gradientna metoda HPLC–UV z eksternim standardom  
Aparatura: 
Tekočinski kromatograf z UV detektorjem in možnostjo termostatiranja raztopin 
Standardi: 
1. Biotin, primarni ali delovni standard 
2. Cyanocobalamin, primarni ali delovni standard 
3. Folic acid, primarni ali delovni standard 
4. Methylcobalamin – vitamin B12 analog, primarni ali delovni standard 
5. Niacinamide, primarni ali delovni standard 
6. Calcium – D - pantothenate, primarni ali delovni standard 
7. Pyridoxine hydrochloride, primarni ali delovni standard 
8. Riboflavin, primarni ali delovni standard 
9. Thiamine hydrochloride, primarni ali delovni standard 
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Kemikalije: 
1. CH3OH, Metanol 
2. CH3CN, Acetonitril 
3. Dodatno prečiščena voda (DPV) 
4. NaH2PO4, Natrijev hidrogenfosfat 
5. H3PO4, Fosforjeva (V) kislina 
6. NAOH, Natrijev hidroksid 
 
Kromatografski pogoji: 
 
1. Kolona: LUNA C18 (2), 250 × 4,6 mm, 5 µm 
2. Mobilna faza A: 20 mM NaH2PO4, pH 3,0 
Mobilna faza B: Metanol : Acetonitril = 70 : 30 
Pred uporabo mobilno fazo filtiraj skozi 0,45 µm membranski filter in odzrači na 
ultrazvočni kopeli. 
3. Pretok: 0,9 mL/min 
4. Injiciranje: 20 µL 
5. Detekcija: 205, 246, 268, 283, 361 nm 
6. Temperatura kolone: 25 °C 
7. Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 20 °C 
8. Gradient: 
Čas (minute) % A % B 
0,00 100 0 
1,00 100 0 
25,00 25 75 
25,60 100 0 
30,00 100 0 
9. Čas kromatografije: 30,00 minut 
10. Topilo: V 2000 mL merilno bučko natehtaj 27,6 g NaH2PO4*2H2O, dopolni z DPV 
do 1000 mL in umeri pH vrednost na 7,0 ± 0,05 z 10 M NaOH ter dopolni do 
oznake volumna z DPV. 
Raztopine za HPLC meritve: 
 
Priprava osnovnih raztopin 
V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B1, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R1). (c: ~ 0,20 mg B1/mL) 
V 50 mL bučko zatehtaj 7,00 mg standarda vitamina B2, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R2). (c: ~ 0,14 mg B2/mL) 
V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B3, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R3). (c: ~ 0,20 mg B3/mL) 
V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B5, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R4). (c: ~ 0,20 mg B5/mL) 
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V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B6, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R5). (c: ~ 0,20 mg B6/mL) 
V 25 mL bučko zatehtaj 3,50 mg standarda vitamina B7, dopolni do ¾ s topilom in imej na 
ultrazvoku 5 minut (R6). (c: ~ 0,14 mg B7/mL) 
V 100 mL bučko zatehtaj 2,40 mg standarda vitamina B9, dopolni do ¾ s topilom in imej 
na ultrazvoku 5 minut (R7). (c: ~ 0,024 mg B9/mL) 
V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B12 CN, dopolni do ¾ s topilom in 
imej na ultrazvoku 5 minut (R8). (c: ~ 0,20 mg B12 CN/mL) 
V 25 mL bučko zatehtaj 5,00 mg standarda vitamina B12 M, dopolni do ¾ s topilom in 
imej na ultrazvoku 5 minut (R9). (c: ~ 0,20 mg B12 M/mL) 
 
Po ultrazvoku vse osnovne raztopine dopolni do oznake volumna s topilom. 
1. Priprava raztopine standarda (RS) 
V 25 mL bučko odpepitiraj 2,55 mL raztopine R1, R3, R4 in R5; 5,10 mL raztopine R2; 
0,11 mL raztopine R6; 6,40 mL raztopine R7 in 0,061 mL raztopine R8 in R9, dopolni do 
oznake s topilom in premešaj. 
(c: ~ 0,02 mg B1/mL), (c: ~ 0,02 mg B2/mL), (c: ~ 0,02 mg B3/mL), (c: ~ 0,02 mg B5/mL), (c: ~ 0,02 mg 
B6/mL), (c: ~ 0,0006 mg B7/mL), (c: ~ 0,006 mg B7/mL), (c: ~ 0, 0,00049 mg B12 CN/mL), (c: ~ 0,00049 
mg B12 M/mL) 
2. Priprava raztopine vzorca (RV) 
Pripravo je treba prilagoditi posamezno vsakemu vzorcu.  
 
 
 
